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El fosfatidilinositol (4,5) bifosfato (PIP2) es una molécula reguladora de procesos tan 
importantes como la quimiotaxis. Las principales enzimas que sintetizan PIP2 a partir de 
fosfatidilinositol 4-fosfato (PI4P) son las fosfatidilinositol 4-fosfato 5-kinasas de tipo I (PIP5KI) 
cuya familia consta de tres isoformas, α, β, γ  y sus variantes de “splicing”. Nuestro grupo ha 
descrito el papel clave de la isoforma beta (PIP5KIβ) en la polarización y quimiotaxis de 
leucocitos. Los últimos 4 aminoácidos (DVYL) de su dominio C-terminal  constituyen un 
motivo de unión a dominios PDZ (PSD-95, DLG, ZO-1) que permite la interacción con la 
proteína EBP50 y la formación de un complejo con Moesina y RhoGDI, necesario para la 
activación de la  GTPasa RhoA en el urópodo celular. La estructura de las PIP5KI no ha sido 
resuelta hasta el momento y con la excepción del motivo de interacción con Talina en 
PIP5KIγ_i2, se desconocen los detalles estructurales y conformacionales que regulan la función 
de las PIP5KI en general, y de la PIP5KIβ en particular.  
En este trabajo hemos resuelto la estructura cristalográfica del complejo entre la región 
C-terminal de PIP5KIβ y el dominio PDZ1 de EBP50. Identificamos, a partir de la estructura, 
los determinantes estructurales de la afinidad y especificidad de esta interacción, lo cual  ha 
permitido modelar, mediante dinámica molecular, mutantes de PIP5KIβ y del dominio PDZ1 de 
EBP50, y explicar su pérdida de interacción. También hemos modelado la interacción entre la 
región C-terminal de PIP5KIβ y el dominio PDZ2 de EBP50, estableciendo analogías y 
diferencias en la interacción con ambos dominios.  Hemos  identificado  ASAP2 como un nuevo 
“partner” de PIP5KIβ, que explicaría la regulación de las proteínas ARF por esta quinasa 
lipídica. Estudios de mutagénesis implican la región  110-318 de la PIP5KIβ como importante 
para la interacción con ASAP2. Esta región de interacción con ASAP-2 es adyacente al dominio 
de dimerización que hemos identificado en PIP5KIβ. Aunque la homología estructural con las 
fosfatidilinositol 5-fosfato 4-kinasas (tipo-II) sugería que las PIP5KI podrían dimerizar, esto 
nunca se había demostrado. Empleando ensayos de co-inmunoprecipitación, espectrometría de 
masas, ELISA y FRET demostramos que las PI5KI forman homo y heterodímeros tanto in vitro 
como en células vivas. La mutagénesis dirigida nos permitió identificar el dominio de 
dimerización de la PIP5KIβ en la hélice-α y la lámina-β de la región N-terminal de la proteína, 
y los modelos sugieren que la dimerización requeriría la agregación de estas dos estructuras. 
Los mutantes que no dimerizan apenas poseen actividad enzimática y no se localizan en la 
membrana plasmática. Nuestros resultados por tanto indican que la dimerización es una 
característica intrínseca de las PIP5KI capaz modular su actividad enzimática y localización 
subcelular, e identifican el motivo de dimerización como una región clave en la regulación de la 





Phosphatidylinositol (4,5) biphosphate (PIP2) regulates several important cell 
processes, including chemotaxis.  Its synthesis from phosphatidylinositol 4-phosphate (PI4P) is 
mediated mainly by type I phosphatidylinositol 4-phosphate 5-kinases (PIP5KI).  The PIP5KI 
family comprises three isoforms, α, β, γ, and their splice variants.  Our group described a key 
role for the beta isoform (PIP5KIβ) in leukocyte polarization and chemotaxis.  The last four 
amino acid residues of its C-terminal domain constitute a PDZ domain (PSD-95, DLG, ZO-1) 
binding motif that allows interaction with the EBP50 protein and therefore, formation of a 
complex with moesin and RhoGDI, needed for GTPase RhoA activation in the cell uropod.  
PIP5KI structure has not yet been resolved and, with the exception of the talin-binding motif in 
the PIP5KIγ_i2 isoform, no structural or conformational details have been defined that explain 
PIP5KI regulation. 
In this study, we resolved the crystal structure of the complex formed by the PIP5KIβ 
C-terminal region and the EBP50 PDZ domain.  Affinity and specificity determinants of this 
interaction were identified from the structure, which allowed us to use molecular dynamics to 
model some mutants of PIP5KIβ and the PDZ1 domain of EBP50, and thus to explain their loss 
of interaction.  We also modeled the interaction between the PIP5KIβ C-terminal region and the 
EBP50 PDZ2 domain, and established analogies and differences in the interaction between 
them.  ASAP2 was identified as a new PIP5KIβ partner, which could explain the regulation of 
ARF proteins by this kinase.  Our mutagenesis studies showed that the region comprising 
PIP5KIβ amino acids 110 to 318 is involved in the interaction with ASAP2; this region is 
adjacent to the dimerization domain identified in PIP5KIβ.  The structural homology of this 
kinase with phosphatidylinositol 5-phosphate 4-kinases (type II) suggests that PIP5KI forms 
dimers, although this had not been demonstrated.  Here we used co-immunoprecipitation, mass 
spectrometry, ELISA and FRET assays to demonstrate that the PI5KI form homo- and 
heterodimers in vitro and in living cells.  The PIP5KIβ dimerization domain was identified in 
the α-helix and β-sheet of the N-terminal region by site-directed mutagenesis.  The models 
suggested that aggregation of these two structures is necessary for protein dimerization.  
Mutants that did not form dimers showed little enzymatic activity and did not localize to the 
plasma membrane.  Our results suggest that dimerization is an intrinsic characteristic of PIP5KI 
that modulates their enzyme activity and subcellular localization, and identify the dimerization 
motif as a key region in the regulation of these proteins. 
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DMSO Dimetilsulfóxido  
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DTT Ditiotreitol 
E Eluidos 
E. coli  Escherichia coli 
EB Buffer de elución 
EBP50 “Ezrin-radixin-moesin-binding-phospho-protein-502 
EBP50R40D, EBP50K19D Mutantes de EBP50 que no interactúan con PIP5KIβ 
EDTA Acido etildiaminotetraacético 
EGTA Etilenglicol-bis-(aminoetileter)tetra-acético 
ELISA Ensayo por inmunoabsorción ligado a enzimas 
EluTEV Proteína eluída de IgG por corte con TEV 
ePC Fosfatidilcolina de huevo 
ERM Ezrin-Radixin-Moesin 
ESI-Q/TOF  "Electro-Spray Ionization Time-of-Flight" 
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Ext Extracto 
F-Xa Factor Xa  
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GAPs "GTPase Activating Proteins" 
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GEFs Guanine Nucleotide Exchange Factors 
GFP Proteína verde fluorescente  
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HA Hemaglutinina  
HBS  "Hepes Buffered Saline" 
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IP Inmunoprecipitación  
IPTG Isopropil-β-D-tiogalactósido 
L Lavados 
LA Lazo de activación  
LPA Acido lisofosfatídico  
m Media 
MALDI-TOF "Matrix Assisted Laser Desorption Ionization Time-of-Flight"   
MALDI-TOFF/MS 
"Matrix-Assited Laser Desorption/Ionization  
Time-of-Flight Mass Spectrometry" 
MBP "Maltose Binding Protein" 
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MYLK2 Myosin Light Chain Kinase 2 
N-terminal Extremo amino terminal 
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P.I Tiempos post-infección 
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PBS Tampón fosfato salino 
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PDB "Protein Data Bank" 
PDGFR 
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de Plaquetas  
PDZ 
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PIP5KIγ−W642F Mutante de PIP5KIγ que no se une a Talina 
PIPK Fosfatidilinositol-fosfato-quinasas   
PK Proteínas quinasas  
PKC Proteína quinasa C  
PLC Fosfolipasa C  
PLC-b2 Fosfolipasa-C-b2  
PLD Fosfolipasa D  
PMSF "Phenylmethylsulfonyl fluoride" 
PSD-95 Postsynaptic density protein 95   
PTHR Receptor de la Hormona Paratiroidea  
QDO  Medio mínimo de crecimiento de levaduras carente de triptófano,  leucina,  
adenina e histidina  
QDO/Aba100  QDO que contiene 100 ng/µl de Aureobacidina A  
QDO/X/Aba100  QDO que contiene X-α-Gal y 100 ng/µl de Aureobacidina A   
RB Tampón de resuspensión 
Rf  Factor de retención 
RMSD  Desviaciones cuadráticas medias 
RMSDs  
Raíz cuadrada del promedio de la distancia entre los  
átomos al superponer dos estructuras 
RNA Acido ribonucleico 
rpm Revoluciones por minuto 
s Coeficiente de sedimentación 
SB Tampón de solubilización 
SDO/-Leu Medio mínimo de crecimiento de levaduras carente de leucina 
SDO/-Trp  Medio mínimo de crecimiento de levaduras carente de triptófano 
SDS Dodecil-sulfato sódico 
SDS-PAGE Electroforesis en geles de poliacrilamina 
Sg-ECL Super-Signal ELISA Pico 
SN Sobrenadante 
Sol Soluble 
TA Temperatura ambiente  
TAP "Tandem Affinity Purification" 
TBE Tampón Tris-Borato-EDTA 
TBS  Tampón Tris-Borato-Salino 
	   Abreviaturas	  	  
	   22	  
TC Tinción de Coomassie 
TEV Virus del Mosaico del Tabaco  
TLC Cromatografía de capa fina  
Total Tot 
TX-100 Tritón X-100  
UA Unidades Arbitrarias 
UCa Proteína unida a Calmodulina 
UIgG Proteína unida a resina IgG 
UIgGTEV Proteína unida a resina de IgG tras corte con TEV 
UN No unido 
UR Unidades relativas  
UV Ultravioleta 
WB Tampón de lavado 
YFP Yellow fluorescent protein 
YTH Sistema de Dobles Híbridos en Levaduras 
ZO-1 Zonula Ocludens  
β2AR Receptor β2-Adrenérgico 
β2AR Receptor Adrenérgico β-2 
πc  Presión crítica lateral 
πs Presión de saturación 
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1.Introducción 
 
1.1. Las fosfatidilinositol 4-fosfato-5-kinasas de tipo I (PIP5KI). 
 
1.1.1 El fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2). 
La familia de los fosfoinosítidos consta de siete derivados del fosfatidilinositol (PI) que 
se sintetizan a través de la fosforilación de las posiciones D-3, -4 y -5 del anillo de inositol. 
Estos fosfolípidos regulan una gran variedad de procesos celulares a pesar de que se encuentran 
en muy pequeñas cantidades en la membrana plasmática. El fosfatidilinositol (4,5)-bifosfato 
(PIP2) ha sido uno de los fosfoinosítidos más estudiados por su papel central en la señalización 
celular. Inicialmente se pensó que el PIP2 no era más que el sustrato de dos enzimas, la 
fosfolipasa C (PLC), que genera inositol (1,4,5)-trifosfato y diacilglicerol (DAG) (Hokin, 1969, 
1985; Jafferji and Michell, 1976) y la fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K), que produce PI(3,4,5)-
trisfosfato (PIP3). Posteriormente se vio que el PIP2 también actúa como segundo mensajero 
(Anderson and Marchesi, 1985; Janmey and Stossel, 1987; Lassing and Lindberg, 1985) y 
actualmente se conocen cientos de proteínas que interaccionan con el PIP2 y son efectores en 
determinadas vías de señalización. Estas proteínas se localizan en diversos compartimientos 
celulares y median procesos como la adhesión celular (Janmey and Stossel, 1987), los cambios 
en el citoesqueleto (Ling et al., 2006), la polarización y la migración celular (Lacalle et al., 
2007; Ling et al., 2007; Ling et al., 2002; Mañes et al., 2010; Thapa and Anderson, 2012), la 
secreción y el tráfico vesicular (Downes et al., 2005; Hay et al., 1995; Martin, 2001), la 
regulación de los canales iónicos (Delmas et al., 2005), la señalización nuclear y la expresión 
génica (Barlow et al., 2010; Mellman et al., 2008). 
Las enzimas encargadas de la síntesis del PIP2 se aislaron inicialmente de eritrocitos 
como dos isoformas (tipo I y tipo II) de la fosfatidilinositol 4-fosfato 5-quinasa (PIP5K) con 
diferentes propiedades bioquímicas (Bazenet et al., 1990). La Km de la de tipo I (PIP5KI) 
resultó ser 20 veces menor que la de tipo II y su actividad era estimulada por ácido fosfatídico 
(PA), heparina y espermina (Loijens and Anderson, 1996). Posteriormente al examinar en 
detalle su especificidad de sustrato se encontró que la isoforma tipo II fosforilaba el 
fosfatidilinositol 5-fosfato (PI5P) en posición D-4, y por tanto era una fosfatidilinositol 5-
fosfato 4-kinasa de tipo II (PIP4KII) (Rameh et al., 1997). Así, dos familias de enzimas 
sintetizan el PIP2, las PIP5KI que fosforilan el fosfatidilinositol 4-fosfato (PI4P) en posición D-
5 del anillo de inositol, y las PIP4KII que fosforilan el PI5P en posición D-4. Las PIP5KI 
pueden fosforilar además del PI4P, aunque en mucha menor proporción, el PI, el PI(3,4) 
bifosfato en posición D-5 (Halstead et al., 2001) y el PI-3-fosfato (PI3P) (Tolias et al., 1998; 
Zhang et al., 1997), si bien en mamíferos las fosfatidilinositol 3-fosfato 5-kinasas de tipo III 
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(PIP3KIII) también pueden fosforilar el PI3P en posición D-5 (Gary et al., 1998; Sbrissa et al., 
1999). 
El empleo de fósforo radioactivo (32P) en neutrófilos ó en células 3T3 y la posterior 
determinación de la tasa de marcaje de la posición D-4 con relación a D-5 sugirió que la vía 
fundamental de síntesis de PIP2 está mediada por las PIP5KI (Stephens et al., 1991; Whiteford 
et al., 1997), lo cual concuerda con los bajos niveles de PI5P (~2% del total de fosfoinosítidos 
monofosfato y ~10 veces menos que PI4P) (Divecha, 2010; Rameh et al., 1997). 
 
1.1.2. Isoformas, variantes de splicing y localización subcelular de las  PIP5KI. 
Se conocen 3 isoformas de PIP5KI (PIP5KIα, β y γ) (Ishihara et al., 1998; Loijens and 
Anderson, 1996).	   Debido a que fueron clonados simultáneamente por diferentes grupos,	   las 
isoformas α y β se nombraron de manera opuesta entre humano y ratón (PIP5IKα humana es 
similar a PIP5KIβ de ratón y viceversa); actualmente se usa la terminología correspondiente a 
las isoformas humanas. Las PIP5KI poseen una región central muy conservada con actividad 
catalítica. Las regiones N- y C-terminales divergen en su secuencia y son específicas para cada 
isoforma y variante de “splicing” (Fig. 1). Generalmente el “splicing” en estas proteínas tiene 
lugar en exones que codifican aminoácidos (aa) para la región C-terminal. La nomenclatura de 
las variantes de “splicing” también ha sido algo confusa y una misma variante se ha nombrado 
de diversas formas. Recientemente se ha propuesto denominar las variantes de la PIP5KIγ de 
acuerdo a lo recomendado por el Comité de Nomenclatura Genética de la “Human Genome 
Organization” (HUGO) (Schill and Anderson, 2009). 
Las PIP5KIα546, PIP5KIβ539, PIP5KIγ_i1, PIP5KIγ_i2, PIP5KIγ_i3 y PIP5KIγ_i6 
murinas son ortólogos de las variantes humanas PIP5KIα549, PIP5KIβ540, PIP5KIγ_i1, 
PIP5KIγ_i2, PIP5KIγ_i3 y PIP5KIγ_i6, respectivamente (Fig. 1). No se ha encontrado un 
ortólogo murino de las variantes humanas PIP5KIα562, PIP5KIγ_i4 y PIP5KIγ_i5 (Giudici et 
al., 2004; Ishihara et al., 1996; Ishihara et al., 1998; Loijens and Anderson, 1996; Schill and 
Anderson, 2009; Xia et al., 2011). 
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Figura 1. Las PIP5KI y sus variantes de “splicing”. Esquema de las isoformas y variantes de splicing descritas de 
PIP5KI y su distribución por tejidos. Se colorean diferencialmente la región central (dominio quinasa) y los 
segmentos específicos de las regiones N- y C-terminal. Los números indican los límites de los dominios en las 
secuencias así como su longitud en aminoácidos (aa) (murino/humano). Se muestran las variantes cuya existencia ha 
sido comprobada experimentalmente.  
 
La visualización de las proteínas endógenas es difícil y no siempre ha sido posible. A 
pesar de ello se ha estudiado la distribución por tejidos (Fig. 1) y la localización subcelular 
(muy heterogénea) de las variantes de “splicing" de las distintas isoformas de PIP5KI. 
PIP5KIα549 se localiza en protrusiones de la membrana plasmática conocidas como “ruffles”, 
inducidas por la GTPasa Rac en fibroblastos (Doughman et al., 2003b); mientras que 
PIP5KIα562 se encuentra en estructuras denominadas “nuclear speckles” o manchas nucleares 
en el núcleo de células HeLa (Boronenkov et al., 1998; Mellman et al., 2008). PIP5KIβ540 se 
localiza en la membrana plasmática de fibroblastos, así como en vesículas en la región 
perinuclear (Doughman et al., 2003a). PIP5KIγ_i1 se encuentra en la membrana plasmática en 
diversos tipos celulares (Di Paolo et al., 2002; Ling et al., 2002) y PIP5KIγ_i2  en los contactos 
focales y en las uniones adherentes de células epiteliales (Di Paolo et al., 2002; Ling et al., 
2007; Ling et al., 2002). PIP5KIγ_i3 parece estar asociada a vesículas endosomales tanto en 
células COS-7 como en HEK-293T (Giudici et al., 2006), mientras que PIP5KIγ_i4 se 
encuentra en los “speckles” nucleares y en menor cuantía en el citoplasma de células MCF10 y 
HeLa (Schill and Anderson, 2009). PIP5KIγ_i5 se localiza en la membrana plasmática y en 
vesículas endosomales de células HeLa donde interacciona a través de su dominio quinasa con 
N-cadherina (Schill and Anderson, 2009). PIP5KIγ_i6 se encuentra en la membrana plasmática 
de células COS-7 (Xia et al., 2011). La localización específica de las isoformas de PIP5KI en 
distintos compartimentos intracelulares sugiere que las diversas variantes pueden estar 
implicadas en la generación local de PIP2, lo cual contribuiría al desarrollo de procesos 
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biológicos concretos en regiones celulares específicas (Anderson et al., 1999; Coppolino et al., 
2002; Doughman et al., 2003a; Heck et al., 2007).  
Aunque la visualización de las diferentes isoformas de PIP5KI endógenas sugiere que 
se localizan en diferentes regiones a nivel subcelular, la sobreexpresión de las PIP5KI causa su 
localización fundamentalmente en la membrana plasmática. El efecto de la sobreexpresión en la 
localización no se comprende del todo; se piensa que podría estar relacionado con un 
incremento en los niveles del PIP2 en la membrana (van den Bout and Divecha, 2009). El hecho 
de que los mutantes catalíticamente inactivos de la PIP5KIγ_i3 se localicen en el citosol de 
células HEK-293T (Giudici et al., 2006; van den Bout and Divecha, 2009), está de acuerdo con 
la idea de que su localización subcelular está relacionada con la producción de PIP2. Sin 
embargo, mutantes catalíticamente inactivos de PIP5KIγ_i2 humana sobrexpresados en estas 
células también se localizan en la membrana (Giudici et al., 2006).  
   
1.2. Dominios funcionales de las  PIP5KI.	  
Las fosfatidilinositol-fosfato-quinasas (PIPK) de tipo I y II presentan una organización 
similar: un dominio central con actividad quinasa (DQ), y regiones N- y C-terminales menos 
conservadas e implicadas en la interacción con otras proteínas (Fig. 2A).  El DQ de las PIP5KI 
posee ~80% de identidad de secuencia entre las isoformas de una misma subfamilia (Sun, 
2013), y tiene residuos altamente conservados implicados en la interacción con ATP, GTP ó 
Mg2+ y el reconocimiento específico del sustrato lipídico (Doughman et al., 2003a; Kunz et al., 
2000; Rao et al., 1998). 
 
1.2.1. El dominio quinasa y la especificidad de sustrato. 
El DQ comprende la región central y constituye la mayor parte de la secuencia de las 
PIPK. En este dominio tiene lugar la transferencia del grupo γ-fosfato de alta energía del ATP ó 
el GTP al grupo 5-hidroxilo del PI4P para generar el PIP2. Dentro del DQ se encuentra una 
secuencia de unos 22 aa equivalente al denominado lazo de activación (LA) de las proteínas 
quinasas (PK) (Cox et al., 1994) (Fig. 2), implicada en el reconocimiento específico del 
sustrato, y una región poco conservada entre las PIP5KI de unos 53 aa conocida como inserto 
(Ins) que se encuentra desordenada en la estructura de PIP4KIIβ (Rao et al., 1998). Tres 
residuos altamente conservados dentro del DQ de las PIPK (K138, D266 y D350 en PIP5KIβ) 
parecen jugar un papel muy importante en la reacción de transferencia del grupo fosfato 
catalizada por estas enzimas de acuerdo con la estructura de PIP4KIIβ (Rao et al., 1998). La 
K138 interactuaría, en presencia de iones Mg2+ con los grupos α y β fosfatos del ATP que no se 
transfieren, el D266 actuaría como una base débil en la catálisis y el D350 interactuaría con los 
iones Mg2+ del complejo Mg2+-ATP. 
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Los determinantes moleculares de la especificidad de sustrato en las PIP5KI y PIP4KII 
fueron identificados inicialmente por Kunz y colaboradores (Kunz et al., 2002; Kunz et al., 
2000) como una secuencia de 25 aa, hacia la región C-terminal del DQ. Esta secuencia en la 
estructura de las PIP4KII se corresponde con el llamado lazo de activación (LA) de las 
proteínas quinasas (Rao et al., 1998).  Aunque el LA se encuentra desordenado en la estructura 
cristalográfica de PIP4KIIβ (Rao et al., 1998), juega un importante papel en la función de estas 
quinasas. Su secuencia se encuentra muy conservada dentro de cada subfamilia de PIPK, pero 
varía de una subfamilia a otra lo cual sugirió que el LA estaría implicado en el reconocimiento 
y/o el acomodo del sustrato en el sitio catalítico (Fig. 2B).  
 
Figura 2. Organización en dominios de las PIPK. (A) Representación esquemática de PIP5KIβ y PIP4KIIβ 
humanas. Los números indican los límites de cada dominio así como la longitud de la secuencia. El DQ presenta gran 
similitud entre las isoformas de una misma subfamilia. Dentro de este dominio se encuentra el  inserto (Ins) y el lazo 
de activación (LA). (B) Alineamiento de secuencias del LA de las PIPK de tipo I y II humanas. Los residuos 
totalmente conservados entre todas las PIPK se muestran en azul; en verde y rosa se indican los conservados en cada 
tipo de proteínas.  
 
Mediante la construcción de quinasas quiméricas intercambiando los LA de las PIP5KI 
y PIP4KII, Kunz y colaboradores (Kunz et al., 2000) demostraron que la PIP5KIβ que tenía el 
LA de la PIP4KIIβ cambiaba su especificidad de sustrato y se comportaba como una PIP4KIIβ 
localizándose además en el citosol celular. Por el contrario, la PIP4KIIβ que tenía el LA de la 
PIP5KIβ se localizaba en la membrana plasmática y se comportaba como una PIP5KIβ. 
Mutaciones en el LA de PIP5KIβ y PIP4KIIβ demostraron que la especificidad de sustrato y la 
localización en la membrana dependía del aminoácido PIP5KIβ(E362) y PIP4KIIβ(A381), 
respectivamente (Kunz et al., 2002).  
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and are situated so their amide groups interact with
the triphosphate backbone of ATP (Knighton et al.,
1991a, 1991b; Rao et al., 1998; Taylor et al., 1992,
1993).
Based on the structural homology between the cat-
alytic domains of PIPKIIβ and protein kinases, as well as
the defined structures of protein kinases bound to ATP,
a model of PIPKIIβ bound to ATP was constructed.
This PIPKIIβ ·ATP structural model revealed that the
catalytic site of PIPKIIβ accommodates ATP so that
the γ -phosphate of ATP is spatially oriented toward
the putative membrane association interface of the
PIPKIIβ, consistent for PIP kinase function. To assess if
this model would accommodate an endogenous PIP
substrate, PI5P, the preferred substrate for PIPKIIβ
was docked onto the PIPKIIβ ·ATP structural model
using the structure of the PKI inhibitor peptide
bound to PKA ·ATP as a guide. By this approach,
the PI5P was docked such that the 4-hydroxyl of
the myo-inositol ring is positioned for nucleophilic
substitution of the γ -phosphate of ATP (Knighton
et al., 1991a, 1991b; Rao et al., 1998; Taylor et al., 1992,
1993).
Consistent with the PIP kinase preference of PIP
as substrate, there are four basic residues in the PIP
kinase (R134, K218, R224, and K239) that are clustered
adjacent to the 5-phosphate of PI5P in the structural
representation of PIPKIIβ ·ATP · PI5P (Figure 5). Basic
residues analogous to K218 and R224 are invariant in
all known PIP kinases, residues analogous to R134 are
conserved in most PIP kinases, and K239 analogs are
conserved in PIPKI and PIPKII subfamilies, but not in
PIPKIII. While the modeled PI5P binding site contains
a putative 5-phosphate binding pocket, the remainder
of the binding site is open and shallow. The openness
of the PIP binding site suggests an explanation for
the multiple substrate specificities of the PIP kinases;
in this structure, the PIP substrates are free to rotate
such that the 3-, 4-, or 5-phosphate could occupy the
highly basic and conserved phosphate-binding pocket.
In addition, the substrate-binding site is sufficiently
shallow allowing for movement of the 2-hydroxyl,
as there do not appear to be any interactions with
the 2-hydroxyl that would hinder this movement.
The structural model of the PIPKIIβ ·ATP · PI5P is
internally consistent with the orientation of the ATP
binding site and the positioning of the PIPKIIβ on
membranes (Knighton et al., 1991a, 1991b; Rao et al.,
1998; Taylor et al., 1992, 1993) and as a result, appears
Figure 5 Structural r pre entation of PIPKIIβ bound to PI5P
substrate and ATP. (A) Monomeric PIPKIIβ bound to substrate
and ATP is docked on a phospholipid interface. Some residues
have been removed from the PIPKIIβ structure to reveal the
binding pocket where ATP and PIP substrate bind. (B) Monomeric
PIPKIIβ bound to PIP substrate highlights the resolv d residues
in the PIPKIIβ structure that mark the beginning and end of the
specificity loop. (C) The position of the specificity loop in the
PIPKIIβ structure as well as a sequence pileup of type I, II, and III
PIP kinase specificity loops are shown. The KK motif is important
for membrane targeting, while the glutamate of type I (E362) and
the alanine of type II (A381) PIP kinases is required for substrate
recognition.
to accommodate all major substrates of the PIP kinase
family.
The PIPKIIβ model, shown in Figure 5, does not
take into account key regions of the PIP kinase that
are disordered. Three regions within PIPKIIβ crystal
structure were unresolved including the N-terminal 33
residues, residues 304–342 from the highly variable
insert sequence that is found in the type I and II PIP
kinases, and of particular interest, a loop from 373–390
that spans the PIP binding site and coincides with
the specificity loop of protein kinases as illustrated in
Figure 5. The position of this loop suggests a key role
in generation of PI4,5P2 by the PIP kinases and these
regions of PIPKIIβ are likely to be critical to PIP kinase
function (Rao et al., 1998).
SIGNALING SPECIFICITY IS DEFINED
BY THE SPECIFICITY LOOP
The specificity loop of protein kinases is positioned
to modulate kinase activity as well as interactions
with and specificity toward protein substrates. The
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the triphosphate backbon of ATP (Knighton et al.,
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a model of PIPK Iβ bound t ATP w construc ed.
This PIPK Iβ ·AT struc ural model revealed that the
cataly ic s te of PIPK Iβ ac ommodat s ATP so t t
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and are situated so their amide groups interact with
the triphosphate backbone of ATP (Knighton et al.,
1991a, 1991b; Rao et al., 1998; Taylor et al., 1992,
1993).
Based on the structural homology between the cat-
alytic domains of PIPKIIβ and protein kinases, as well as
the defined structures of protein kinases bound to ATP,
a model of PIPKIIβ bound to ATP was constructed.
This PIPKIIβ ·ATP structural model revealed that the
catalytic site of PIPKIIβ accommodates ATP so that
the γ -phosphate of ATP is spatially oriented toward
the putative membrane association interface of the
PIPKIIβ, consistent for PIP kinase function. To assess if
this model would accommodate an endogenous PIP
substrate, PI5P, the preferred substrate for PIPKIIβ
was docked onto the PIPKIIβ ·ATP structural model
using the structure of the PKI inhibitor peptide
bound to PKA ·ATP as a guide. By this approach,
the PI5P was docked such that the 4-hydroxyl of
the myo-inositol ring is positioned for nucleophilic
substitution of the γ -phos hate of ATP (Knighton
et al., 1991a, 1991b; Rao t al., 1998; Tayl r et al., 1992,
1993).
Consistent with the PIP kin se preference of PIP
as substrate, there are four basic residues in the PIP
kin se (R134, K218, R224, and K239) that a clustered
adjacent to the 5-phosph t of PI5P in the s ructural
representa io of PIPKIIβ ·ATP · PI5P (Figure 5). Basic
residues a alogous to K218 and R224 are invariant in
all known PIP kinases, residues analogous to R134 are
conserv d in most PIP kinases, and K239 analogs re
conserved in PIPKI and PIPKII subfamilies, b t not in
PIPKIII. While the modeled PI5P binding site contains
a putative 5-phosphate binding pocket, the remainder
of the binding site is open and shallow. The openness
of the PIP binding site suggests an explanation for
the multiple substrate specificities of the PIP kinases;
in this structure, the PIP substrates are free to rotate
such that the 3-, 4-, or 5-phosphate could occupy the
h ghly basic and conserved phosphate-binding pocket.
In addition, the substrate-binding site is sufficiently
shallow allowing for movement of the 2-hydroxyl,
as there do not appear to be any interactions with
the 2-hydroxyl that would hinder this movement.
The structural model of the PIPKIIβ ·ATP · PI5P is
internally consistent with the orientation of the ATP
binding site and the positioning of the PIPKIIβ on
membranes (Knighton et al., 1991a, 1991b; Rao et al.,
1998; Taylor et al., 1992, 1993) and as a result, appears
Figure 5 Structural representation of PIPKIIβ bound to PI5P
substrate and ATP. (A) Monomeric PIPKIIβ bound ubstrat
and ATP is docked on a phospholipid interface. Some residues
have been removed from the PIPKIIβ structure to reveal the
binding pocket where ATP and PIP substrate bind. (B) Monomeric
PIPKIIβ bound to PIP substr te ighlights the resolved residues
in the PIPKIIβ structure that mark the beginning and end of the
specificity loop. (C) T p sitio of th spe ificity l op in the
PIPKIIβ structure as well as a sequence pileup of type I, II, and III
PIP kinase specificity loops are shown. T KK motif is important
for membrane targeting, whil the glutamate of type I (E362) and
the alanine of type II (A381) PIP kinases is required for substrate
recognition.
to accommodate all major substrates of the PIP kinase
family.
The PIPKIIβ model, shown in Figure 5, does not
take into account key regions of the PIP kinase that
are disordered. Three regions within PIPKIIβ crystal
structure were unresolved including the N-terminal 33
residues, residues 304–342 from the highly variable
insert sequence that is found in the type I and II PIP
kinases, and of particular interest, a loop from 373–390
that spans the PIP binding site and coincides with
the specificity loop of protein kinases as illustrated in
Figure 5. The position of this loop suggests a key role
in generation of PI4,5P2 by the PIP kinases and these
regions of PIPKIIβ are likely to be critical to PIP kinase
function (Rao et al., 1998).
SIGNALING SPECIFICITY IS DEFINED
BY THE SPECIFICITY LOOP
The specificity loop of protein kinases is positioned
to modulate kinase activity as well as interactions
with and specificity toward protein substrates. The
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Todas las isoformas de PIP5KI contienen tres lisinas en el LA (en PIP5KIβ 
K399/K400/K406) (Fig. 2B), que constituyen un parche de aminoácidos básicos similar al 
encontrado en los dominios PH (“Pleckstrin homology”) y FYVE (Fab1-YOTB-Vac1-EEA1)  
que interaccionan con fosfoinosítidos  (Shao et al., 2007; Wurmser et al., 1999). Los residuos 
con carga positiva podrían jugar un papel importante en la unión a membrana, ya que la 
mutagénesis del motivo dilisina en PIP5KIβ (K399N/K400N) provoca la pérdida de la 
localización en la membrana y una disminución de la afinidad de los mutantes por el sustrato de 
3 veces con relación a la enzima nativa (Kunz et al., 2000). Esto sugiere que la especificidad de 
sustrato y la localización subcelular de las PIPKI están condicionadas por residuos dentro del 
LA. Sin embargo, que la distribución subcelular de las isoformas de PIP5KI sea diferente a 
pesar de la homología de sus LA, indica la implicación de otras regiones de estas proteínas en 
su localización dentro de la célula. 
 
1.2.2 Regulación de la localización y actividad de las PIP5KI por los dominios N- y C-
terminal. 
Los dominios N- y C-terminales de las PIP5KI difieren significativamente en su 
secuencia entre las isoformas y las variantes de splicing de PIP5KI. Existen numerosos 
ejemplos de que la diversidad en el N- y C-terminal permite a las isoformas de PIP5KI 
interactuar de forma específica con proteínas de señalización. En ocasiones dichas interacciones 
determinan la distribución subcelular y la actividad de estas quinasas (Di Paolo et al., 2002; 
Heck et al., 2007; Lacalle et al., 2007; Ling et al., 2002; Mañes et al., 2010). Esto confiere una 
especificidad en la función de cada isoforma, no tanto por su actividad enzimática (que es 
similar para todas ellas), sino por localizar temporal y espacialmente la producción de PIP2. A 
continuación se muestran algunos ejemplos las interacciones que pueden regular la función de 
las PIP5KI.  
 
1.2.2.1. Función de la PIP5KI γi_2 en la adhesión celular. 
Uno de los ejemplos mejor caracterizados del papel crítico del C-terminal en la 
especificidad funcional de las isoformas de PIP5KI, lo constituye la interacción de 
PIP5KIγi_2 con el dominio FERM de Talina, lo que permite la localización de la quinasa 
en los contactos focales. Talina es una proteína adaptadora que interacciona con el 
dominio citoplasmático de las integrinas y modifica la afinidad de éstas por sus ligandos 
(Smith et al., 2005). La interacción del FERM de Talina tiene lugar a través del motivo 
WVYSPL dentro de los últimos 28 aminoácidos específicos del C-terminal de 
PIP5KIγ_i2 (Di Paolo et al., 2002; Lee et al., 2005; Ling et al., 2002). La localización de 
Talina en los contactos focales depende de su interacción con las β-integrinas; 
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PIP5KIγi_2 regula negativamente la interacción entre Talina y las β-integrinas debido a 
que comparte con estas últimas el mismo sitio de unión en el dominio FERM de Talina 
(Barsukov et al., 2003). La fosforilación de PIP5KIγi_2 en Y649/Y650 regula su 
interacción con Talina, controlando el ensamblaje y desensamblaje de los contactos 
focales (Lee et al., 2005; Ling et al., 2003). 
Por otra parte PIP5KIγi_2, en células epiteliales, interacciona con las regiones 
citoplasmáticas de los dímeros de E-Caderina y con la subunidad µ1 del complejo 
adaptador del tráfico vesicular AP1B (Ling et al., 2007). La interacción con µ1 que tiene 
lugar dentro de los últimos 26 aa del C-terminal de la PIP5KIγ_i2 incrementa la actividad 
quinasa de PIP5KIγ_i2 y favorece el tráfico de E-Caderina hacia la región basolateral de 
la membrana plasmática. La PIP5KIγi_2 actúa como una proteína adaptadora y mediante 
la síntesis de PIP2, como reguladora del tráfico de E-Caderina (Ling et al., 2007). 
A través de su región C-terminal, PIP5KIγ_i2 interacciona con la subunidad β2 
del complejo de proteínas adaptadoras AP2. Esta interacción incrementa la actividad 
quinasa, lo cual a su vez estimula la endocitosis dependiente de clatrina en la sinápsis de 
las neuronas del hipocampo (Nakano-Kobayashi et al., 2007).  
 
1.2.2.2. Cross-comunicación entre las PIP5KI y las Rho GTPasas . 
Las GTPasas de la familia Rho (RhoA, Rac1 y Cdc42) regulan la organización 
del citoesqueleto de actina (Etienne-Manneville and Hall, 2002) y activan a las PIP5KI; 
sin embargo solamente RhoA y Rac1 interaccionan de manera directa con el extremo N-
terminal de las tres isoformas de PIP5KI, tanto in vitro como in vivo (Oude Weernink et 
al., 2004; van Hennik et al., 2003). En concordancia con esto, la región C-terminal (22 
aa) de RhoA y Rac1 interacciona con las PIP5KI en ensayos de “GST-pulldown” en 
células HL60 (van Hennik et al., 2003). La interacción es independiente de la unión de las 
GTPasas a GTP ó GDP, y estimula la síntesis de PIP2 por las PIP5KI (Gratacap et al., 
2001; Oude Weernink et al., 2000; Yamamoto et al., 2001). La activación de las PIP5KI 
por RhoA requiere la presencia del efector de RhoA, ROCK (“p160-Rho-associated coil-
containing protein kinase”). La activación de las PIP5KI por Cdc42 y Rac1 es 
independiente tanto de RhoA como de ROCK (Oude Weernink et al., 2004).  
Por otra parte existen evidencias de que las PIP5KI podrían ser activadas 
directamente por RhoA independientemente de ROCK (Matsui et al., 1999). La familia 
de proteínas ERM (“Ezrin-Radixin-Moesin”), en su forma activa, sirven de puente entre 
los dominios citoplasmáticos de algunas proteínas transmembranas y los filamentos de 
actina del el citoesqueleto (Bretscher et al., 2002). La sobre-expresión en células NIH3T3 
de una forma constitutivamente activa de RhoA provoca la fosforilación, y por tanto la 
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activación, de las ERM independientemente de la co-expresión del inhibidor específico 
de ROCK Y-27632 (Matsui et al., 1999). La sobreexpresión en estas células de PIP5KIα, 
es suficiente para inducir la fosforilación de las ERM y la consecuente formación de 
“microvilli”. Todo lo anterior sugiere que PIP5KIα podría ser un efector directo de RhoA 
independientemente de la señalización de  ROCK. 
La interacción de Rac1 con las PIP5KI ocurre a través del motivo de aminoácidos 
básicos R185/K186/R187 en el C-terminal de la GTPasa (Tolias et al., 2000; van Hennik 
et al., 2003). Las mutaciones en este motivo impiden la interacción de Rac1 con 
PIP5KIα, lo cual disminuye la polimerización de actina inducida por Rac1 en plaquetas 
(Tolias et al., 2000) y provoca la inhibición parcial de la quimiotaxis en células HL60 
estimuladas con la quimioquina SDF-1α (van Hennik et al., 2003). Por otro lado la 
interacción con Rac1 es suficiente para localizar la PIP5KIβ en la membrana de células 
de neuroblastoma N1E-115. La síntesis de PIP2 en la membrana de estas células regula la 
localización de Vinculina y el desensamblaje de los contactos focales durante la 
retracción de las neuritas (Halstead et al., 2010). 
 
1.2.2.3. Interacción entre las PIP5KI y las ARF GTPasas. 
La familia de las pequeñas GTPasas ADP-ribosylation factor (ARF) consta de 6 
proteínas (ARF1-6), que se clasifican en 3 clases de acuerdo a su homología de secuencia 
(D'Souza-Schorey and Chavrier, 2006). La clase I comprende las ARF1-3, la clase II 
ARF-4 y ARF-5 y la clase III ARF-6. Las ARF de las clases I y II se localizan 
fundamentalmente en el retículo endoplasmático y el complejo de Golgi e intervienen en 
el tráfico intracelular de vesículas (D'Souza-Schorey and Chavrier, 2006; Perez-Mansilla 
et al., 2006). ARF6 se localiza en la membrana plasmática y está implicada en la 
endocitosis, exocitosis, el reciclaje de vesículas endosomales y en la reorganización del 
citoesqueleto de actina (Hernandez-Deviez et al., 2004; Krauss et al., 2003; Lawrence and 
Birnbaum, 2003; Tomas et al., 2010). 
In vitro todas las isoformas de ARF inducen la actividad enzimática de PIP5KIβ, 
aunque se desconoce si interaccionan directamente (Honda et al., 1999). Sin embargo in 
vivo se ha visto que determinadas isoformas de PIP5KI son activadas por diferentes 
isoformas de ARF dependiendo del estímulo y del tipo celular. Por ejemplo, ARF6 (pero 
no ARF1 ni ARF5) activa a la PIP5KIβ induciendo protrusiones de membrana (“ruffles”) 
en respuesta a EGF en células HeLa (Honda et al., 1999). ARF1 puede activar la PIP5KIβ 
en el complejo de Golgi de células COS-7 y en membranas de células HL60 
permeabilizadas (Jones et al., 2000; Skippen et al., 2002).  
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Como GTPasas que son, las ARF varían cíclicamente entre una forma activa 
(ARF-GTP), capaz de unir e hidrolizar el GTP y otra inactiva (ARF-GDP), unida al GDP 
que resulta de la hidrólisis del GTP. La forma activa de ARF6 (ARF6-GTP) recluta el 
complejo de proteínas adaptadoras (AP)2 y Clatrina a las membranas presinápticas de las 
neuronas, mediante el incremento local de PIP2 que resulta de la activación de 
PIP5KIγ_i2 por ARF6-GTP (Krauss et al., 2003). En neutrófilos, el transporte de 
vesículas dependiente de ARF6, estimulado por la adhesión mediada por integrinas, 
facilita la polarización de PIP5KIγ_i2 asociada a AP2 independientemente de la 
estimulación por los quimioatrayentes (Xu et al., 2010). La polarización de PIP5KIγ_i2 
inducida por integrinas juega un importante papel en la polarización y la infiltración de 
los neutrófilos in vivo mediante la regulación de la localización y activación de RhoA (Xu 
et al., 2010).  
Dos tipos de proteína regulan la actividad de las ARFs: las ARF-GAPs (“GTPase 
Activating Proteins”) que promueven la hidrólisis del GTP, y las ARF-GEFs (“Guanine 
Nucleotide Exchange Factors”) que facilitan el intercambio del GDP por una nueva 
molécula de GTP. Ambas proteínas (ARF-GAPs y ARF-GEFs) tienen dominios 
pleckstrina (PH) a través de los cuales pueden interacccionar con PIP2 y promover su 
activación (Kam et al., 2000; Klarlund et al., 1998; Nie et al., 2002).  
 
1.3. La interacción de PIP5KIβ  con proteínas con dominios PDZ. 
 
1.3.1. Características de los dominios PDZ. 
Los dominios PDZ son motivos de interacción proteína-proteína, generalmente 
distribuidos como repeticiones modulares en las proteínas adaptadoras capaces de ensamblar 
complejos multiproteicos (Mamonova et al., 2012). La proximidad de los interactuantes en estos 
complejos se ve favorecida por la disposición modular de los PDZ en las proteínas adaptadoras 
(Good et al., 2011). El nombre PDZ deriva de las 3 proteínas en las cuales fueron identificados 
originalmente: “Postsynaptic Density Protein 95 (PSD-95)”, “Discs Large Tumor Suppressor 
(DLG)” y “Zonula Ocludens (ZO-1) (Cho et al., 1992; Kim et al., 1995; Woods and Bryant, 
1993). Se han identificado unos 270 dominios de este tipo en 150 proteínas humanas (Luck et 
al., 2012; Tonikian et al., 2008). 
En general, los PDZ reconocen secuencias cortas en el extremo C-terminal de las 
proteínas con las que interaccionan (Harris and Lim, 2001; Jemth and Gianni, 2007), aunque 
también pueden reconocer motivos peptídicos internos (Hillier et al., 1999; Hurd et al., 2003; 
London et al., 2004; Wong et al., 2003) o unirse entre si formando homo ó heterodímeros 
(Fouassier et al., 2000; Lau and Hall, 2001; Morales et al., 2007; Xu et al., 1998). Los ligandos 
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más frecuentes de las proteínas con dominios PDZ son receptores acoplados a proteínas G, 
receptores tirosina quinasa y canales iónicos. Existe una elevada promiscuidad en las 
interacciones y un mismo PDZ puede reconocer varios ligandos; un ligando también puede ser 
reconocido por varios de estos dominios (Mortier et al., 2005). 
Los dominios PDZ constan de una secuencia de aproximadamente 80-90 aa y adoptan 
un plegamiento que es común en las casi 300 estructuras depositadas en la base de datos PDB 
(Protein Data Bank) (Chi et al., 2012; Daniels et al., 1998; Doyle et al., 1996; Kozlov et al., 
2000; Luck et al., 2012; Ye and Zhang, 2013). La estructura consiste en un sándwich o barril de 
5 ó 6 láminas β, flanqueado por dos α-hélices. Una de las dos láminas que componen el 
sándwich comprende las hebras β1, β6 y β5 y la otra β2 y β3, ambas láminas comparten la 
hebra β4 (Fig. 3A).  Los extremos N- y C-terminales generalmente se encuentran muy cerca y 
en ocasiones se entrelazan evitando la apertura del barril β. El interior del barril β está 
constituido por residuos generalmente hidrofóbicos mientras el exterior de la estructura es más 
bien hidrofílico. La hebra β2 se sitúa paralela a la hélice α2 formando una cavidad o bolsillo de 
unión a péptidos (Luck et al., 2012). 
Entre las hebras β1 y β2 se encuentra el llamado lazo de unión al carboxilo (CBL), 
altamente conservado en la mayoría de los PDZ (Amacher et al., 2013; Tonikian et al., 2008). 
En esta secuencia (R/K-XXX-G-φ-G-φ, donde X es cualquier aminoácido y φ un residuo 
hidrofóbico) la segunda glicina se encuentra muy conservada, mientras que la primera es 
sustituida, en ocasiones, por S o T (Tonikian et al., 2008). La conformación del CBL, 
ligeramente enrollado hacia la izquierda, dispone los hidrógenos amida de los tres últimos 
residuos del motivo G-φ-G-φ directamente hacia los oxígenos del grupo carboxilato del  último 
residuo en el C-terminal del péptido y constituye la base estructural para el reconocimiento, por 
parte de los dominios PDZ, de los péptidos con carboxilo libre en el extremo C-terminal (Fig. 
3B).  
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Figura 3. Plegamiento en forma de barril de los 
dominios PDZ. Representación en diagrama “cartoon” 
del (A) PDZ1 de la proteína adaptadora PDZK1 (PDB: 
4F8K), y (B) PDZ1 de PDZK1 en interacción con los 
últimos 7 aminoácidos del receptor de prostaciclinas I2 
(PDB: 4F8K). Se muestran y numeran los elementos 
de estructura secundaria (cyan: hélices α, rojo: hebras 
β); el péptido se representa en verde. Se señalan el 
CBL y los residuos del motivo YGF con sus grupos 
amidas (en azul) dispuestos hacia el carboxilo de la L0 
del péptido, 
 
Recientemente se han descrito elementos de estructura secundaria que pueden extender 
los dominios PDZ más allá de la región de 80-90 aa habituales (Wang et al., 2010). En el caso 
de EBP50, se han encontrado dos hélices adicionales (α3 y α4) separadas por un lazo hacia la 
región C-terminal del PDZ2 que forman parte de la estructura del dominio mediante 
interacciones con residuos hidrofóbicos de las hebras β1, β4 y β6. Estas hélices se encuentran 
distantes del sitio de unión al ligando en los dominios PDZ y contribuyen, alostéricamente, a 
aumentar la estabilidad termodinámica y la afinidad del PDZ2 por sus ligandos (Bhattacharya et 
al., 2010). 
A partir del análisis de secuencia se determinó que la extensión del dominio PDZ2 se 
encontraba también presente en el PDZ1 de EBP50 y que se conserva en los PDZ de la familia 
de proteínas “Na+/H+ exchanger regulatory factor” (NHERF) a la que pertenece EBP50. Lo 
anterior sugiere la importancia de estos elementos adicionales de estructura secundaria en la 
función de los PDZ de esta familia. 
Generalmente se considera que los últimos 4 aa son los implicados en la interacción con 
los residuos del bolsillo de unión del PDZ, aunque se plantea que hasta la posición -7 puede 
contribuir a la unión (Cheng et al., 2009; Tonikian et al., 2008). Los aminoácidos de los 
péptidos que interaccionan con los PDZ se numeran de manera que el último residuo es el 0, el 
penúltimo el -1, y así sucesivamente. La mayoría de los péptidos que interaccionan con los 
dominios PDZ lo hacen situándose, como una hebra adicional a la hebra β2, mediante 
interacciones entre las cadenas principales de sus residuos, en un fenómeno conocido como “β-
sheet augmentation” (Daniels et al., 1998; Doyle et al., 1996; Luck et al., 2012; Tonikian et al., 
2008) (Fig. 3B). Sin embargo, en ocasiones, como en algunas de las interacciones del PDZ1 de 
la Syntenina-1 (Grembecka et al., 2006), la Tamalina (Sugi et al., 2007), o el PDZ1 de EBP50 
(Karthikeyan et al., 2001a), se ha visto que los péptidos se insertan perpendiculares a la hebra 
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Los dominios PDZ se dividieron originalmente en tres tipos, de acuerdo con las 
características de los aminoácidos en los péptidos con los que interaccionan. El tipo I reconoce 
péptidos C-terminales con la secuencia X[T/S]Xφ-COOH, donde X es cualquier aminoácido y φ 
un residuo hidrofóbico, el tipo II reconocería secuencias XφXφ-COOH. Un tercer tipo, menos 
frecuente que los dos anteriores, reconoce péptidos X[D/E]Xφ-COOH (Songyang et al., 1997; 
Stricker et al., 1997). Estudios posteriores, sin embargo han demostrado que los cuatro residuos 
del péptido contribuyen a la afinidad a través de múltiples contactos con los residuos del PDZ 
(Reina et al., 2002; Tonikian et al., 2008). Estas interacciones pueden implicar incluso residuos 
hasta en la posición -7 del péptido y extensiones del lazo β2-β3 (Balana et al., 2011; Birrane et 
al., 2003; Kozlov et al., 2002) y la hélice α2 del PDZ (Feng et al., 2008). A partir de la 
identificación y el análisis de las secuencias de 10.000 péptidos detectados como interactuantes 
de 82 dominios PDZ, se han definido 16 clases de estos dominios atendiendo a su especificidad 
(Tonikian et al., 2008). Estos resultados mostraron que los dominios PDZ no son tan 
promiscuos como se pensaba, si no que más bien seleccionan entre una gran variedad de 
interactuantes según su especificidad.  
 
1.3.2. PIP5KIβ  interacciona con los PDZ de EBP50. Efecto en polarización y migración de 
leucocitos. 
Para moverse en una dirección determinada, las células necesitan establecer una 
asimetría espacial y funcional; este proceso se conoce como polarización celular (Lauffenburger 
and Horwitz, 1996). Morfológicamente, en una célula polarizada se distinguen dos regiones, el 
frente de avance y la zona posterior, llamada urópodo en leucocitos. El frente de avance se 
extiende en forma de lamelipodio en la dirección del movimiento y es rico en actina, mientras 
que el urópodo se retrae durante el movimiento por la contracción actina/miosina (del Pozo et 
al., 1999; Vicente-Manzanares et al., 1999). La polarización conlleva la reorganización de 
determinadas moléculas como proteínas de adhesión, receptores de membrana y moléculas 
implicadas en la transmisión de señales intracelulares. La distribución polarizada de estas 
moléculas es diferente entre los diversos tipos celulares. En general en el frente de avance se 
concentra la maquinaria molecular necesaria para la polimerización de actina y la detección de 
señales quimiotácticas (Mañes et al., 1999; Nieto et al., 1999; Ridley et al., 2003). En el 
urópodo se localizan, entre otras, proteínas del citoesqueleto, receptores de adhesión y algunos 
orgánulos (Campello et al., 2006; Sanchez-Madrid and Serrador, 2009).  
Rac y Cdc42 promueven la protrusión y orientación del frente de avance (Ridley et al., 
2003; Willard and Devreotes, 2006) regulando la actividad del complejo Arp2/3 que constituye 
la maquinaria de ramificación y nucleación de actina (Stradal et al., 2004). Por otra parte RhoA 
está involucrada en la formación del urópodo (Lee et al., 2004; Xu et al., 2003). RhoA activa a 
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la quinasa ROCK que a su vez fosforila las cadenas ligeras de miosina II y promueve la 
contracción de los filamentos de actina-miosina (Alblas et al., 2001; Worthylake et al., 2001) y 
la retracción del urópodo. El desplazamiento de la célula durante la migración  depende, en gran 
medida, de la precisión en la coordinación de los procesos de protrusión en el frente de avance y 
contracción en el urópodo. Los fosfoinosítidos como el PIP2 y el PIP3 son reguladores claves 
de estos procesos (Fievet et al., 2004; Ling et al., 2006; Mañes et al., 2005; Ridley et al., 2003). 
PIP5KIβ se localiza en el urópodo de leucocitos y está implicada en la regulación de la 
polarización y migración en respuesta a quimioatrayentes. La localización en el urópodo no 
depende de su actividad quinasa sino de su secuencia C-terminal (Lacalle et al., 2007). Los 
últimos 4 aminoácidos del C-terminal de PIP5KIβ constituyen un motivo de interacción con los 
dominios PDZ de la proteína adaptadora EBP50 (Mañes et al., 2010). Esta interacción con 
EBP50 permite a su vez la interacción con proteínas  de la familia ERM (Lacalle et al., 2007), 
las cuales son activadas por el PIP2 (Fievet et al., 2004). La formación de este complejo permite 
la interacción de las ERM con el regulador negativo RhoGDI (“RhoGDP Dissociation 
Inhibitor”), lo que conduce a la activación de RhoA con la consiguiente activación de ROCK, la 
contracción de los filamentos de actina-miosina y la retracción del urópodo. La sobreexpresión 
de un mutante que carece de los últimos 83 aa del C-terminal (PIP5KIβΔ456) (Lacalle et al., 
2007), o de mutantes de PIP5KIβ que pierden el motivo de interacción con los dominios PDZ 
de EBP50 (Mañes et al., 2010) impide la polarización y la migración de células HL60 
diferenciadas a neutrófilos (dHL60) inducida por el quimioatrayente fMLP. El efecto del 
mutante PIP5KIβΔ456  es independiente de su actividad quinasa.  La co-expresión de PIP5KIβ 
en células que expresan  PIP5KIβΔ456 permite recuperar la polarización y migración de las 
dHL60 frente a fMLP sugiriendo que, a través de una región distinta del C-terminal, PIP5KIβ 
podría interactuar con proteínas reguladoras de la polarización de leucocitos (Lacalle et al., 
2007).  
La región C-terminal (últimos 26 residuos) de PIP5KIγ_i2 también induce su 
localización en el urópodo de leucocitos de forma independiente de su actividad quinasa 
(Lokuta et al., 2007; Mathis et al., 2013). La ausencia de PIP5KIγ_i2 no inhibe la polarización 
como en el caso de PIP5KIβ, sin embargo el urópodo de estas células es más alargado y 
presenta problemas en su retracción (Lokuta et al., 2007), lo que sugiere una regulación 
defectuosa de la adhesión del urópodo en estas células. La región C-terminal de PIP5KIγ_i2 no 
es capaz de interactuar con EBP50; en cambio interacciona con Talina, promoviendo su 
translocación hacia el urópodo de células dHL60 estimuladas con fMLP (Mañes et al., 2010). 
Por tanto PIP5KIγ_i2 y PIP5KIβ se unen a diferentes proteínas y parecen regular la formación 
de diferentes complejos de señalización en el urópodo.  
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1.3.3. Los dominios PDZ de EBP50. 
Las proteínas de la familia “Na+/H+ exchanger regulatory factor” NHERF (Minkoff et 
al., 1999; Weinman et al., 2000) desempeñan un papel central en el ensamblaje de complejos 
macromoleculares de señalización, así como la localización en la membrana y el reciclaje de 
receptores, canales iónicos y proteínas de adhesión en múltiples tejidos, mediante la interacción 
de sus dominios PDZ con la región citoplasmática de estas proteínas (Donowitz et al., 2005; 
Lamprecht and Seidler, 2006; Shenolikar et al., 2004; Thelin et al., 2005). NHERF1 se 
identificó inicialmente en tejido renal de conejo como un cofactor en la inhibición del 
intercambiador de Na+/H+, en el borde en cepillo del túbulo proximal de las nefronas, (Weinman 
et al., 1993; Weinman et al., 1995). El ortólogo humano de NHERF1 se identificó 
posteriormente con el nombre de “Ezrin-Radixin-Moesin-Binding-Phosphoprotein-50” 
(EBP50), una proteína que se une a la región C-terminal de las proteínas transmembranas 
mediante sus dominios PDZ y al citoesqueleto de actina en la región cortical a través de su 
dominio C-terminal (Reczek et al., 1997).  
EBP50 es una proteína de 358 aa y consta de dos dominios globulares  PDZ1 (aa 11-97) 
y PDZ2 (aa 150-240), que interaccionan con las regiones citoplasmáticas de receptores 
transmembrana y canales iónicos (Ardura and Friedman, 2011; Cheng et al., 2009; Cushing et 
al., 2008; Mahon et al., 2002), y un dominio C-terminal (aa 329-356) que interacciona con el 
dominio FERM de las proteínas ERM (Finnerty et al., 2004; Terawaki et al., 2006).   
Los dominios PDZ1 y PDZ2 de EBP50 presentan una elevada similitud a nivel de 
secuencia, sin embargo existen diferencias en cuanto a los ligandos y la afinidad con que lo 
hacen (Cheng et al., 2009; Cushing et al., 2008; Li et al., 2007; Mahon and Segre, 2004). La 
mayoría de los ligandos de EBP50 interaccionan con el PDZ1 (Ardura and Friedman, 2011). 
Algunos de ellos interaccionan también con el PDZ2 aunque en general este dominio se une a 
un número más reducido de ligandos (Short et al., 1998; Voltz et al., 2001). Algunos receptores, 
como el Regulador de la Conductancia Transmembrana en la Fibrosis Quística (CFTR), la 
Acuaporina 9 (AQP9) y el Receptor de la Hormona Paratiroidea (PTHR), interaccionan con 
ambos dominios PDZ de EBP50, pero tienen una mayor afinidad por el PDZ1 (Mahon et al., 
2002; Pietrement et al., 2008; Wheeler et al., 2008) (Ardura and Friedman, 2011; Hall et al., 
1998a; Short et al., 1998). Sin embargo, el receptor de quimioquinas CXCR2 y la fosfolipasa-C-
β2 (PLC-β2) interaccionan preferentemente con el PDZ2, respectivamente (Sun and Mierke, 
2005; Wu et al., 2012). Estos resultados sugieren que los pequeños cambios en la secuencia de 
ambos dominios PDZ son suficientes para determinar la afinidad y especificidad de la 
interacción.  
EBP50 puede adoptar una conformación cerrada en la cual los últimos 4 aa de su C-
terminal (FSNL), que constituyen un motivo de unión a dominios PDZ, interaccionan con el 
PDZ2 de la propia proteína (Bhattacharya et al., 2010; Cheng et al., 2009). Esta conformación 
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puede cambiar mediante la liberación del C-terminal, como consecuencia de su interacción con 
el dominio FERM de proteínas ERM (Bhattacharya et al., 2010; Cheng et al., 2009; Finnerty et 
al., 2004; Terawaki et al., 2006) ó mediante la fosforilación de la S162 del PDZ2 por la proteína 
quinasa C (PKC) (Li et al., 2007).  
     
1.3.3.1 Estructura cristalográfica del dominio PDZ1 de EBP50.  
Uno de los objetivos de esta tesis es caracterizar estructuralmente la interacción 
del dominio C-terminal de PIP5KIβ con el PDZ1 de EBP50. La estructura de EBP50 no 
ha sido resuelta sin embargo se ha determinado la estructura cristalográfica del dominio 
PDZ1 (Karthikeyan et al., 2001a), del PDZ2 (PDB: 2JXO), el dominio C-terminal en 
complejo con el dominio FERM de Ezrina (Finnerty et al., 2004; Terawaki et al., 2006), 
así como de ambos dominios PDZ en interacción con algunos de sus ligandos (Holcomb 
et al., 2014; Karthikeyan et al., 2001b, 2002; Lu et al., 2013). La estructura de los PDZ de 
EBP50 es muy similar a la descrita para la mayoría de estos dominios y consta de un 
sándwich de dos láminas β flanqueado por dos hélices α (Fig. 4A y B). Debido a que los 
últimos 4 aa del C-terminal del PDZ1 constituyen una secuencia de unión a dominios 
PDZ,  en la estructura del PDZ1 se forma un dímero entre el C-terminal de una molécula 
y el bolsillo de unión a péptidos de otra molécula vecina (Fig. 4A). En el caso del PDZ2 
(Fig. 4B) no se forman dímeros de este tipo, pues los aminoácidos C-terminales de este 
dominio (DEFFK) no constituyen un motivo de unión a PDZ. 
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            Figura 4. La estructura de los PDZ de EBP50 es muy similar a la descrita para otros dominios PDZ.  
Representaciones tipo “cartoon” de (A) el monómero y los homodímeros del dominio PDZ1 de EBP50 y (B) 
el PDZ2 de EBP50. (C) El C-terminal del PDZ1 se inserta en el bolsillo de unión a péptidos de manera 
perpendicular a la hebra β2 mediante las interacciones de la L0 con los residuos del bolsillo hidrofóbico y el 
E(-2) con la H72. El péptido se muestra en diagrama de barras con los carbonos en negro, los nitrógenos en 
azul y los oxígenos en rojo. Se muestra además el mapa de densidades electrónicas (derecha) y la interacción 
ampliada entre el E(-2) y la H72. (A y C adaptados de (Karthikeyan et al., 2001a).  
 
La estructura del PDZ1 reveló además que el péptido C-terminal (DEQL) se 
inserta en el bolsillo de unión de manera perpendicular a la hebra β2 y no se produce el 
fenómeno de “β-sheet augmentation” (Fig. 4A y C). Esto es posible ya que el grupo 
carboxilato del E(-2) forma un puente de hidrógeno con uno de los nitrógenos en la 
cadena lateral de la H72 (Karthikeyan et al., 2001a) (Fig. 4C) y la larga cadena lateral del 
E(-2) aleja el resto del péptido (DEQL) del bolsillo de unión, impidiendo la interacción 
del resto de los residuos con la hebra β2.   
El arreglo dimérico intermolecular que tiene lugar entre los dominios PDZ1 de 
EBP50 constituyen una herramienta muy útil en el estudio estructural de las interacciones 
entre los PDZ y los ligandos naturales de EBP50. La sustitución del C-terminal del PDZ 
por el correspondiente C-terminal del ligando da lugar a una molécula quimera, 
permitiendo caracterizar estructuralmente el complejo PDZ-ligando a partir de la 
resolución de su estructura. Esta estrategia ha sido empleada con éxito para el análisis 
estructural de las interacciones del PDZ1 de EBP50 con el C-terminal del CFTR 
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(Karthikeyan et al., 2001b), el Receptor β2-Adrenérgico (β2AR) (Karthikeyan et al., 
2002), el Receptor del Factor de Crecimiento Derivado de Plaquetas (PDGFR) 
(Karthikeyan et al., 2002) y el Receptor de Quimioquinas CXCR2 (Lu et al., 2013). La 
resolución de estas estructuras ha permitido conocer los determinantes de la especificidad 
y la afinidad de estas interacciones. En todos los casos los péptidos se insertan mediante 
“β-sheet augmentation” y establecen numerosos contactos con los residuos de la hebra 
β2, la hélice α2, así como los lazos β1-β2 y β2-β3 (Karthikeyan et al., 2001b, 2002; Lu et 
al., 2013) (Fig. 5A). Habitualmente se considera que los enlaces de hidrógeno entre los 
grupos carbonilo y amida de las cadenas principales del péptido y del PDZ contribuyen a 
la afinidad de la interacción, mientras que los enlaces entre los residuos de las cadenas 
laterales intervienen en la especificidad por un ligando (Ivarsson, 2012; Luck et al., 2012; 
Tonikian et al., 2008). Sin embargo, se ha visto que todos los residuos del péptido 
contribuyen en mayor o menor medida a la afinidad de la interacción con los dominios 











             
 
             Figura 5. Estructuras del dominio PDZ1 de EBP50 unido a algunos de sus ligandos. (A) Visión 
tridimensional del bolsillo de unión a péptidos del PDZ1 de EBP50 en interacción con el C-terminal de 
CFTR, β2AR, PDGFR y CXCR2. Los átomos de C, O, y N se muestran en negro, rojo y azul, 
respectivamente; las moléculas de agua como esferas verdes y los enlaces de hidrógeno como líneas 
discontínuas rojas. Los residuos en las posiciones 0, -2 y -4 determinan la afinidad, mientras que los contactos 
de los residuos -1 y -3 son determinantes de la especificidad por el ligando. Adaptado de (Karthikeyan et al., 
??????????????????????????????????????????????????????????
????? ?????? ???????? ??? ????????? ????????? ????????? ????? ????
????????????? ? ???????? ????? ??? ???????????? ???? ???????????? ???
????????? ??? ???? ????????????? ?????????????? ???? ?????? ????????? ??
????????????????????? ??? ???????????????????????????????????
???? ????????? ????????? ??? ?????? ????????? ?????? ??? ????????
?????? ?????? ??? ???? ????? ????????? ??? ?????????? ???? ????? ?????
????????? ??? ?????? ????????? ?????? ????? ???? ? ???????? ????? ??
??????? ????? ???? ????? ?????? ?????????? ??????? ??????? ??????
???????????????????????????????????????????????????????????
????????????? ???? ??????????? ????? ???????????? ???????? ???????
???????????????????????????????????????????????????????????????
????????????????????????????????????????????????????????????????????
??????????? ???????????? ???????? ???? ????????? ????????? ??? ???
??????????????????????????????????????????????????????????????
???? ???????? ??? ???????? ????????? ?????? ??? ??????????? ???? ???
????????????????????????????????????????????????????????????????????
???????????????????????????????????????????????????????????????????
??????????? ???? ???????????? ????????? ??? ??? ????????? ????
??????????? ???? ??????????? ???????? ????? ?????? ????????? ????????
?????????? ????? ???????????????????????????????????????????????
?????????????????????????????????????????????????????????????
???? ???????? ??? ????? ????????? ??? ????????? ?????? ???
?????????????????????????????????????
???????????????????????????????????????
????????? ??? ???? ?????? ????????? ??? ???? ????? ???? ???????
?????????????????????? ??????? ??????? ??????????????????????????
????? ??????? ????????? ???????? ??? ???? ??????????? ???????
???????????????????????????????????????????????????????????????????
????? ?????? ??????? ??????????????????? ???? ????? ??????? ????
??????? ??? ??????????????????? ???????? ????? ????? ???? ?????
????????? ???? ???? ??????? ??? ???? ??????? ???? ???? ?????? ???? ???
???????? ?????? ????????? ???? ??????????? ????? ????????? ????????
????? ????? ??? ???? ??? ????????? ??? ???? ???????? ????????????? ????
???????????? ?????????? ??? ??????????? ???? ???????? ????? ???
????????? ??? ???? ?? ???? ??? ?????????? ?????? ?????????????? ???
????????????? ????? ?????? ???????? ?? ??????? ?????? ???????? ????? ???
????? ?????? ????????? ??? ???? ????? ?????? ??? ?????? ???? ?? ??????
??????????????????????????????????????????????????????????
???????????????????? ????????????? ??? ??????????????? ?????????
?????? ?????????? ???????? ?????????????? ????? ???? ??????????? ??
?????? ???????????? ??????????? ??? ??????????? ???? ???????
??????????????? ?????? ????????????????? ??? ????????????????????
???? ???? ????????? ?????? ????? ???? ????????? ??????? ??? ?????
?????? ?????? ??? ????????? ???? ???????????? ???? ????????
????????????????????? ?????? ???????????? ??????????????? ?????????
???????????? ?????????????????? ???? ? ???????? ?????????????? ?????
?????? ????????? ???????????? ??????? ????? ?????? ??? ????????????
???????????????????????????????????????????????????????????????????
??????????? ??? ????? ??????????? ?????????? ?????? ?????? ???????
??????? ??????? ???? ??????? ????????? ??? ???? ????????? ????? ??
?????? ?????????????????????????????????????????????????????????
?????????? ??? ?????????? ????? ????? ?????????? ???? ???????? ?? ????
?????????????????????? ?????????? ??????????????????????????????




??? ???????????? ???? ????????? ?????? ??? ?????? ?????? ?? ??????
????????????????????????????????????????????????????????????
???? ????? ?????? ??? ???????? ??????? ?????? ??? ??????? ??? ?????
??????????????????????????????????????????????????????????????
?????????? ? ????????????????????????????????????? ? ??????????????????? ????????? ?????????????????????????? ??? ????????????
???????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????
??????????????? ??????????? ??????? ???????????? ?????????????????? ???????????????????????????????????????????????? ??? ?????????????????
???????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????????





FIG. 2. PDZ1 interaction with the !2AR and PDGFR carboxyl termini. A and B, stereo images of the hNHERF PDZ1 binding pocket bound
to the !2AR (A) and PDGFR (B) carboxyl-terminal ligands. Carbon, oxygen, and nitrogen atoms are shown in black, red, and blue, respectively.
Water molecules are depicted as green spheres, and hydrogen bonds are shown as dashed lines. C and D, two-dimensional representations of the
Mode of hNHERF PDZ1 Binding to !2AR and PDGFR18976
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Structural Basis for the Specificity of the NHERF PDZ1-
CFTR Interaction—The peptide ligand Q95DTRL99 inserts into
the PDZ1 binding pocket antiparallel to the !2 strand and
extends the !-sheet of PDZ1 (Fig. 1, C and D). In this arrange-
ment, the invading pentapeptide is highly ordered, as indicated
by the high quality electron density map (Fig. 2A). The car-
bonyl oxygen of Gln !4 hydrogen bonds with the amide nitro-
gen of Gly30 (Fig. 2, B and C), indicating that Gln !4 does not
contribute to the specificity of the interaction. By contrast, Asp
!3, Thr !2, and Leu 0 are engaged in numerous interactions
with PDZ1, consistent with biochemical evidence on the central
role of these residues in the specificity and affinity of the
NHERF PDZ1-CFTR interaction (8–10). Specifically, the O"1
atom of Asp !3 hydrogen bonds with N"1 of His27, and the O"2
atom of Asp !3 forms a salt bridge with N#1 of Arg40 (Fig. 2, B
and C). Similarly, the amide nitrogen and carbonyl oxygen of
Thr !2 hydrogen bond with the carbonyl oxygen and amide
nitrogen of Leu28, respectively, while the O$1 atom of Thr !2
hydrogen bonds with the N%2 atom of the conserved His72 (Fig.
2, A–C).
The side chain and carboxylate group of Leu 0 enter into a
deep cavity formed by Tyr24, Gly25, Phe26, Leu28, Val76, and
Ile79 residues (Fig. 1D). The C"1 atom of Leu 0 makes hydro-
phobic contacts with the atoms C%2 and C& of Phe26 and C"1 of
Ile79 (Fig. 2C). In addition, the carboxyl oxygen of Leu 0 hydro-
gen bonds with the amide nitrogens of Gly25 and Phe26,
whereas the carbonyl oxygen of Leu 0 hydrogen bonds directly
with the amide nitrogen of Tyr24 and indirectly with the N&
atom of Arg80 in the '2 helix through two ordered water mol-
ecules (Fig. 2, B and C). The involvement of Arg80 in carboxy-
late binding through ordered water molecules represents a
novel feature of the PDZ-ligand interaction and differs from
other PDZ structures where this function is mediated by an
arginine residue in the !1-!2 loop (20), corresponding to
NHERF PDZ1 Lys19. In the present structure, Lys19 does not
appear to be involved in hydrogen bonding with the terminal
carboxylate group. The isobutyl side chain of Leu 0 fits tightly
in the hydrophobic cavity of PDZ1, suggesting that this stereo-
chemical complementarity may underlie the strict requirement
for carboxyl-terminal leucine in all the high affinity ligands of
NHERF PDZ1 (8–10). Conceivably, smaller side chains would
leave vacated spaces within this hydrophobic cavity that would
be energetically unfavorable (34), whereas bulkier side chains
would not readily fit within this pocket. Moreover, the hydro-
FIG. 2. NHERF PDZ1 interactions with the peptide QDTRL. A,
stereo view of a 2Fobs ! Fcalc electron density map calculated at 1.7-Å
resolution and contoured at 1( at the peptide-binding site. B, stereo
image of the NHERF PDZ1 binding pocket bound to the carboxyl-
terminal peptide ligand (gray). Carbon, oxygen, and nitrogen atoms are
shown in black, red, and blue, respectively. Water molecules are shown
as red spheres and hydrogen bonds as dashed lines. C, two-dimensional
representation of the interactions observed between the NHERF PDZ1
residues (orange) and the peptide ligand (purple). Dashed lines denote
hydrogen bonds, and numbers indicate hydrogen bond lengths in Å.
Hydrophobic interactions are shown as arcs with radial spokes. The
figure was made using LIGPLOT (40).
TABLE I
Statistics of structure determination and refinement
Rsym " #!(I ! $I%)!/#(I), where I is the observed integrated intensity,
$I% is the average integrated intensity obtained from multiple mea-
surements, and the summation is over all observed reflections.
Rcryst " #!!Fobs! ! k!Fcalc!!/#!Fobs!.
Data collection
Resolution (Å) 26.8–1.7
Total number of observed reflections 110,148
Total number of unique reflections 10,950
Overall completeness 92.6
Completeness in outer shell (1.76–1.70 Å) (%) 40.0
Rsym (%) 5.3




Resolution range (Å) 26.8–1.7
Number of reflections in working set 9,885
Number of reflections in test set 1,065
Rcryst (%) 18.7
Rfree (%) 21.7
Number of non-hydrogen protein atoms 700
Number of water molecules 57
Chlorine atoms 2
Bond lengths (Å)a 0.018
Bond angles (degrees)a 1.8
a Bond lengths and angles are root-mean-square deviations from
ideal values.
Structural Basis of the NHERF PDZ1-CFTR Interaction 19685





CFTR! β2AR! PDGFR! CXCR2!
A!
B!
-4 -3 -2 -1 0 
CFTR        
!2AR        
PDGFR      
CXCR2 
PIP5KI!       
QDTRL       
NDSLL        
 EDSFL      
 TSTTL  
LDVYL      
	   	   Introducción	  	  
	   42	  
2001b, 2002; Lu et al., 2013). (B) Comparación de las secuencias de los últimos 5 aminoácidos de CFTR, 
β2AR, PDGFR, CXCR2 y PIP5KIβ. 
Al analizar las secuencias del C-terminal de los ligandos del PDZ1 de EBP50 
cuya estructura ha sido resuelta vemos que existen posiciones conservadas o 
semiconservadas, tal es el caso de la L0 y la S/T(-2). Esto sugiere una interacción similar 
de L0 y S/T(-2) con el PDZ1 en todos los ligandos. Las posiciones -1 y -3 son más 
variables (Fig. 5B). En todos los casos, la L0 se acomoda en el bolsillo hidrofóbico de 
manera similar a como lo hace en la estructura de los homodímeros de PDZ1 (Fig. 4C), 
estableciendo los mismos contactos polares e hidrofóbicos con los residuos del bolsillo 
del PDZ1 (Fig. 5A). La sustitución de L0 por residuos apolares con cadenas laterales más 
pequeñas (V ó A) disminuye la afinidad de la interacción de los ligandos con ambos PDZ 
de EBP50, mientras que otro tipo de residuo puede eliminar por completo la interacción 
(Hall et al., 1998b; Mamonova et al., 2012; Moyer et al., 2000). La diferencia en la 
longitud de la cadena lateral del residuo -2 (S o T; Fig. 5B) no afecta a los enlaces de 
hidrógeno entre los grupos carboxilo y amida de la S/T y los grupos amida y carboxilo de 
L28 de la hebra β2 del PDZ1 (Fig. 5A). El hidroxilo de la cadena lateral de S/T(-2) 
interacciona mediante un puente de hidrógeno con el anillo imidazólico de la H72 de la 
hélice α2. Se establecen además contactos hidrofóbicos entre las cadenas laterales de 
S/T(-2) con  la V76 (Karthikeyan et al., 2001b, 2002; Lu et al., 2013). 
Las interacciones de las posiciones -1 y -3 con los residuos del PDZ1 difieren de 
un ligando a otro. La R(-1) del CFTR forma dos puentes salinos con un oxígeno de la 
cadena lateral del E43 y dos puentes de hidrógeno con el carbonilo de la N22 
(Karthikeyan et al., 2001b) (Fig. 5A). Esto demuestra la importancia de las interacciones 
del residuo en posición -1 en la especificidad del PDZ por este ligando y concuerda con 
otros estudios que demuestran que la R(-1) es el residuo preferido en esta posición para la 
interacción con los PDZ de EBP50 (Hall et al., 1999; Mamonova et al., 2012; Wang et 
al., 1998) . Los grupos carbonilos de L(-1) en β2AR y F(-1) en PDGFR establecen un 
enlace de hidrógeno con la R(80) de la hélice α2 del PDZ1 de EBP50, mientras que sus 
cadenas laterales establecen varios contactos hidrofóbicos con la cadena lateral de la H27 
en la hebra β2 del PDZ1 (Karthikeyan et al., 2002) (Fig.5A). Por su parte el grupo 
hidroxilo de la cadena lateral de T(-1) de CXCR2 interacciona mediante un  puente de 
hidrógeno con la H27 del PDZ1, mientras que el carbonilo de T(-1) establece un enlace 
de hidrógeno con la R(80) mediado por una molécula de agua (Lu et al., 2013) (Fig. 5A). 
El D(-3) de los ligandos CFTR, PDGFR y β2AR interacciona, de manera similar en los 
tres casos: los oxígenos de la cadena lateral del D(-3) forman un puente salino con la R40 
y un enlace de hidrógeno con la H27 del PDZ1 mientras que la S(-3) de CXCR2 forma un 
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enlace de hidrógeno con la H29 del PDZ1. Todo lo anterior sugiere la importancia de los 
residuos en posición -1 y -3 en el reconocimiento específico de un ligando a través de las 
interacciones que establecen sus cadenas laterales con residuos del PDZ. 
En todos los ligandos del PDZ1 de EBP50 con estructura resuelta (CFTR, 
PDGFR, β2AR y CXCR2), el carbonilo de los residuos en posición -4 forma un puente 
de hidrógeno con el nitrógeno amida de la G30 contribuyendo ligeramente a la afinidad 
de estas interacciones. La N(-4) de β2AR forma dos puentes de hidrógenos adicionales 
con el carboxilo y el amino de la G30 del PDZ1 contribuyendo en gran medida a la 
afinidad de esta interacción (Karthikeyan et al., 2002) (Fig. 5A). Los residuos en posición 
-4 de los restantes ligandos, orientan sus cadenas carbonadas hacia el solvente y no 
establecen ningún otro contacto con el PDZ1, con lo cual no contribuyen adicionalmente 
a la afinidad ni la especificad de la interacción (Fig. 5A).  
 
1.3.3.2. Estructura cristalográfica del complejo PDZ2 de EBP50 con el C-terminal de 
CXCR2. 
Recientemente se ha resuelto la estructura cristalográfica del PDZ2 de EBP50 
unido al C-terminal de CXCR2 (PDZ2-CXCR2), mediante una aproximación similar a la 
empleada para el PDZ1 (Holcomb et al., 2014). El plegamiento del PDZ2 es muy similar 
al del PDZ1 (Fig. 6A). El péptido del CXCR2 se incorpora como una hebra adicional a la 
hebra β2 del PDZ2, igual a como sucede en los ligandos del PDZ1 (Karthikeyan et al., 
2001b, 2002; Lu et al., 2013). La L0 se incorpora en un bolsillo hidrofóbico constituido 
por los residuos Y164, G165, F166, y L168 de la hebra β2 y V216 e I219 de la hélice α2 
(Fig. 6B) (Lu et al., 2013). Esto refleja la importancia de L en posición 0 así como su 
contribución a la afinidad y especificidad de la interacción con el ligando en ambos 
dominios PDZ de EBP50.  Las interacciones de los residuos en las posiciones T(-1) y T(-
2) son muy similares a las que se establecen con el PDZ1 en estas posiciones (Holcomb 
et al., 2014; Lu et al., 2013) (Fig. 5A y 6B).  
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Figura 6. La estructura de PDZ2-CXCR2 muestra pequeñas diferencias en relación a PDZ1-CXCR2. 
(A) Representación tipo “cartoon” de la estructura del PDZ2-CXCR2, el péptido se muestra en azul. (B) 
Principales interacciones PDZ-ligando en la estructura PDZ2-CXCR2. El péptido y los residuos con los que 
interacciona se muestran en diagrama de barras con los carbonos en violeta (péptido) y en naranja (PDZ2), en 
ambos casos los oxígenos están en rojo y los nitrógenos en azul, las líneas discontinuas rojas simbolizan los 
enlaces de hidrógeno. El resto del PDZ2 se representa en “cartoon” en color ocre. (C) Alineamiento de las 
estructuras PDZ-CXCR2 y PDZ2-CXCR2. Los residuos del PDZ y el péptido se muestran en diagrama de 
barras con los carbonos en verde (PDZ1) y gris (CXCR2) y en naranja (PDZ2) y azul (CXCR2) (residuo 
PDZ2/PDZ1); los oxígenos y nitrógenos como en A. (Tomado de (Holcomb et al., 2014).  
Al superponer las estructuras PDZ1-CXCR2 y PDZ2-CXCR2 (Holcomb et al., 
2014) la mayor diferencia se encuentra en la conformación del residuo en posición -3 así 
como los residuos N167(PDZ2)/H27(PDZ1) y H169(PDZ1)/H29(PDZ2) (Fig. 6C). El 
grupo hidroxilo de la S(-3) forma un doble puente de hidrógeno con el oxígeno 
carbonílico y el nitrógeno amida de la cadena lateral de N167 (Fig. 6B). En la interacción 
PDZ1-CXCR2, la orientación del grupo imidazólico de la H27 no permite la formación 
de un enlace de hidrógeno con el OH de la S(-3); la H29 en cambio adopta una 
conformación en la cual se favorece la interacción con el OH de S(-3) y ambos residuos 
interaccionan mediante un puente de hidrógeno (Fig. 6A). Por tanto el doble puente de 
hidrógeno de S(-3) con N167 constituyen interacciones específicas del PDZ2 de EBP50 
en su interacción con C-terminal de CXCR2. El carbonilo de la T-4 de CXCR2 forma un 
puente de hidrógeno con el grupo amino de la G170 (G30 en el PDZ1) y no involucra su 
cadena lateral en interacción alguna con el PDZ2, tal como sucede en su interacción con 
el PDZ1 (Figs. 5A y 6B). Los residuos L0 y T(-2) contribuyen fundamentalmente a la 
afinidad del ligando por el PDZ a partir de las fuertes interacciones que establecen a 
través de sus cadenas principales, mientras que los residuos en las posiciones -1 y -3 del 
C-terminal de CXCR2 contribuyen a la especificidad mediante las interacciones de sus 
cadenas laterales con los residuos del PDZ. Uno de nuestros objetivos es definir la 
iterative-build OMIT maps were used during model building and
structure refinement. The final models were analyzed and vali-
dated with Molprobity [20]. All figures of 3D representations of
the PDZ2–CXCR2 structure were made with PyMOL
(www.pymol.org).
2.3. Protein data bank accession number
Coordinates and structure factors have been deposited in the
Protein Data Bank with accession number 4Q3H.
3. Results and discussion
3.1. Structural basis of the PDZ2–CXCR2 interaction
The overall structure of NHERF1 PDZ2 is similar to other PDZ
domains [10,21], consisting of six b strands (b1–b6) and two a-
helices (aA and aB) (Fig. 1A and B). The CXCR2 peptide binds in
the cleft between b2 and aB, burying a total solvent-accessible sur-
face area of 649 Å2. The binding specificity of the PDZ2–CXCR2
interaction is achieved through networks of hydrogen bonds and
hydrophobic interactions (Fig. 1C). At the ligand position 0, the side
chain of Leu0 is nestled in a deep hydrophobic pocket formed by
invariant residues Tyr164, Phe166, and Leu168 from b a d
Val216 and Ile219 from aB (Fig. 1D). In the pocket, the position
of Leu0 is further secur d by both a hydrogen bond from its amid
nitrogen to the Phe166 carbonyl oxygen and triplet hydrogen
bonding between the Leu0 carboxylate and the amides of Tyr164,
Gly165, and Phe166. Similar interactions have been observed in
several other PDZ-mediated complexes [10,21], which represent
the most-conserved binding mode for terminal Leu recognition.
Residues at other peptide positions also contribute to the PDZ2–
CXCR2 complex formation (Fig. 1C). At position !1, the side chain
hydroxyl of Thr-1 forms a hydrogen bond with the Nd2 atom of the
Asn167 side chain. At position!2, Thr-2 makes one hydrogen bond
to the His212 imidazole group and two hydrogen bonds to the
highly conserved residue Leu168. At the ligand position !3, the
interactions with Ser-3 include one hydrogen bond from its side
chain hydroxyl to the Od1 atom of Asn167 and an ther hydrogen
bond to the Nd1 atom of Asn167. The latter two interactions
represent PDZ2 sp cific interactions, as Ser-3 recognition in
Fig. 1. Structure of NHERF1 PDZ2 in complex with the CXCR2 C-terminal sequence TSTTL. (A) Ribbon diagram of the PDZ2–CXCR2 structure. PDZ2 is shown in orange and the
CXCR2 peptide is shown in blue. Secondary structures of PDZ2, a-helices, and b-strands are labeled and numbered according to their position in the sequence. (B) Surface
representation of the PDZ2–CXCR2 structure. Surface coloring is according to the electrostatic potential: red, white, and blue correspond to negative, neutral, and positive
potential, respectively. The vacuum electrostatics/protein contact potential was generated by PyMOL. The CXCR2 peptide is depicted by sticks. (C) Stereo view of the PDZ2
ligand-binding site bound to the CXCR2 C-terminal peptide. PDZ2 residues are represented by sticks with their carbon atoms colored in orange. The CXCR2 peptide is depicted
by sticks overlaid with 2Fo ! Fc omit map calculated at 1.44 Å and contoured at 1.8 r. Hydrogen bonds are illustrated as red broken lines. (D) Sequence alignment of selected
PDZ domains. The alignment was performed by ClustalW [30], including human NHERF1 and NHERF2. Identical residues are shown as white on black, and similar residues
appear shaded in cyan. Secondary structure elements are displayed above the sequences and labeled according to the scheme in A. Sequence numbering is displayed to the
left of the sequences, with every 10th residue marked by a dot shown above the alignment. (For interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is
referred to the web version of this article.)
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PDZ1–CXCR2 is mediated by an His residue at His169 position [22].
Finally, the peptide residue Thr-4 engages in a main-chain contact
with Ser170, but does n t participate in any specific side-chain
interactions. These observations indicate that the last four residues
of CXCR2 contribute to the binding specificity in the PDZ2–CXCR2
complex formation.
3.2. Differential CXCR2 interaction with PDZ1 and PDZ2
To gain further insight into PDZ2 binding specificity, we com-
pared the PDZ2–CXCR2 structure to the structure of the NHERF1
PDZ1–CXCR2 compl x. The overall structures of the two liganded
PDZs are very similar, with a root mean square difference (RMSD)
of 1.02 Å for 83 Ca atoms (Fig. 2A). The main chains of the bound
peptides superimpose well (RMSD of 0.15 Å), as do their relative
spatial positions to the conserved PDZ motifs. In addition, the
ligand recognition modes at the peptide positions 0 and !2 are
virtually indistinguishable, characterized by structurally similar
binding sites composed with completely conserved residues
(Figs. 2B and 1D). However, substantial differences are observed
in the ligand recognition at positions !1 and !3. Note these differ-
ences are associated directly with the only residue difference in
their peptide-binding pockets. In PDZ1, the residue His at position
27 is replaced by Asn at the matching position (167) in PDZ2. As a
result of this difference, Thr-1 does not hydrogen bond to the His27
side chain in PDZ1, instead of forming a general, rather ligand-
indiscriminative Van der Waals interaction (Fig. 2B). At position
!3, no direct contacts are observed between Ser-3 and His27 in
PDZ1–CXCR2. This contrasts to the PDZ2–CXCR2 complex where
the side chain of Asn167 adopts a different rotamer that allows
direct hydrogen bonding with the Ser-3 hydroxyl (Fig. 1C). Specific
interaction of Ser-3 with Asn167 in PDZ2–CXCR2, but not with
His27 in PDZ1–CXCR2, is consistent with previous affinity selection
experiments in which PDZ2 almost exclusively selected ligands
with Ser at position !3 from random peptides, whereas PDZ1
showed no apparent preference for this position [23].
3.3. Two probable modes of PDZ2 dimerization
Both NHERF1 PDZ1 and PDZ2 can dimerize, and their dimeriza-
tion has been suggested to facilitate the formation of multiprotein
complexes and contributes to NHERF1-mediated intracellular
signaling [12]. However, the molecular details of NHERF1 PDZ
dimerization are unknown. Examination of the crystal packing
reveals two probable modes of PDZ2 dimerization. As shown in
Fig. 3A and B, both dimers are generated by a twofold symmetry.
Dimer 1 is generated by the parallel stacking of helix aB from both
monomers, while dimer 2 is generated by the interactions between
two copies of strands b1, b4, and b6. In dimer 1, the buried surface
area at the dimer interface is 497 Å2, which is comparable to
Fig. 2. Structural comparison of NHERF1 PDZ2 and PDZ1. (A) Superposition of the
structures of PDZ2–CXCR2 (orange–blue; PDB code: 4Q3H) and PDZ1–CXCR2
(green–gray; PDB code: 4JL7). PDZ domains are represented by ribbons. Residues in
the ligands are displayed as sticks. (B) Superposition of the PDZ ligand-binding
pockets. Both PDZ and ligand residues are depicted by sticks and colored according
to the scheme in A. (For interpretation of the references to color in this figure
legend, the reader is referred to the web version of this article.)
Fig. 3. Two probable modes of PDZ2 dimerization. (A) Overall view of dimer 1 and (B) dimer 2. (C) Close-up view of the interactions in dimer 1 and (D) dimer 2. PDZ
backbones are represented by ribbons with monomers colored green and orange. CXCR2 peptides are depicted by ribbons and shown in blue. Interacting residues at the dimer
interface are depicted by sticks. Secondary structural elements are marked as in Fig. 1A. (For interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is
referred to the web version of this article.)
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iterativ -build OMIT maps were used during model building and
structure refinement. The final models were analyzed and vali-
dated with Molprobity [20]. All figures of 3D representations of
the PDZ2–CXCR2 structure were made with PyMOL
(www.pymol.org).
2.3. Protein data bank accession number
Coordinates and structure factors have been deposited in the
Protein Data Bank with accession number 4Q3H.
3. Results and discussion
3.1. Structural basis of the PDZ2–CXCR2 interaction
The overall structure of NHERF1 PDZ2 is similar to other PDZ
domains [10,21], consisting of six b strands (b1–b6) and two a-
helices (aA and aB) (Fig. 1A and B). The CXCR2 peptide binds in
the cleft between b2 and aB, burying a total solvent-accessible sur-
face area of 649 Å2. The binding specificity of the PDZ2–CXCR2
interactio is achieved through networks of hydrogen bonds and
hydrophobic interactions (Fig. 1C). At the ligand position 0, the side
chain of Leu0 is nestled in a deep hydrophobic pocket formed by
invariant residues Tyr164, Phe166, and Leu168 from b2 and
Val216 and Ile219 from aB (Fig. 1D). In the pocket, the position
of Leu0 is further secured by both a hydrogen bond from its amide
nitrogen to the Phe166 carbonyl oxygen and triplet hydrogen
bonding between the Leu0 carboxylate and the amides of Tyr164,
Gly165, and Phe166. Similar interactions have been observed in
several other PDZ-mediated complexes [10,21], which represent
the most-conserved binding mode for terminal Leu recognition.
Residues at other peptide positions also contribute to the PDZ2–
CXCR2 complex formation (Fig. 1C). At position !1, the side chain
hydroxyl of Thr-1 forms a hydrogen bond with the Nd2 atom of the
sn167 side chain. At position!2, Thr-2 makes one hydrogen bond
to the His212 imidazole group and two hydrogen bonds to the
highly conserved residue Leu168. At the ligand position !3, the
interactions with Ser-3 include one hydrogen bond from its side
chain hydroxyl to the Od1 atom of Asn167, and another hydrogen
bond to the Nd1 atom of Asn167. The latter two interactions
represent PDZ2 specific interactions, as Ser-3 recognition in
Fig. 1. Structure of NHERF1 PDZ2 in complex with the CXCR2 C-terminal sequence TSTTL. (A) Ribbon diagram of the PDZ2–CXCR2 structure. PDZ2 is shown in orange and the
CXCR2 peptide is shown in blue. Secondary structures of PDZ2, a-helices, and b-strands are labeled and numbered according to their position in the sequence. (B) Surface
representation of the PDZ2–CXCR2 structure. Surface coloring i according to the electrostatic potential: red, white, and blue correspond to negative, neutral, and positive
potential, respectively. The vacuum electrostatics/protein contact potenti l was generated by PyMOL. The CXCR2 peptide is depicted by sticks. (C) Stereo view of the PDZ2
ligand-binding site bound to the CXCR2 C-terminal peptide. PDZ2 residues are represented by sticks with their carbon atoms colored in orange. The CXCR2 peptide is depicted
by sticks overlaid with 2Fo ! Fc omit ap calculated at 1.44 Å and contoured at 1.8 r. Hydrogen bonds are illustrated as re broken lines. (D) Sequence alignment of selected
PDZ domains. The al gnm nt was performed by Clust lW [30], including uman NHERF1 and NHERF2. Ident cal residues are shown as white on black, and similar residues
appear shaded in yan. Sec ndary structure elements are dis layed above th sequences and labeled according to the sch me in A. Sequence numbering is displayed to the
left of the sequences, with every 10th residue marked by a dot shown above the alignment. (For interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is
referred to the web version of this article.)
J. Holcomb et al. / Biochemical and Biophysical Research Communications 448 (2014) 169–174 171
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interacción del dominio de PIP5KIβ unido al PDZ2 de EBP50 y compararlo con la 
estructura del complejo PIP5KIβ-PDZ1. 
 
1.4. Evidencias sobre la dimerización de las PIP5KI.  
Hasta el momento, no se ha podido determinar la estructura de ninguna de las isoformas 
de PIP5KI. Las PIP5KI tienen una homología de secuencia con las PIP4KII de 
aproximadamente 35%-40% (Loijens and Anderson, 1996). Las principales semejanzas se 
concentran en el dominio central de actividad quinasa. Se han identificado 3 isoformas de 
PIP4KII (α, β, y γ) (Boronenkov and Anderson, 1995; Castellino et al., 1997; Divecha et al., 
1995; Itoh et al., 1998) y su estructura ha sido resuelta.  
La estructura de PIP4KIIβ fue la primera que se determinó (Rao et al., 1998) y consiste 
en dos monómeros relativamente globulares que se asocian para formar un dímero en solución. 
Cada monómero consta de dos grandes dominios N- y C-terminales constituidos por sendas 
láminas β flanqueadas por varias α-hélices (Fig. 7A). La tercera de las α-hélices del dominio C-
terminal (α7) contiene los primeros 15 de un total de 70 aa en una secuencia poco conservada 
(tanto en las PIP4KII como en las PIP5KI) conocida como “inserto” (Boronenkov and 
Anderson, 1995). En la estructura de PIP4KIIβ, los residuos 304-342 que comprenden la región 
central del inserto y el lazo de activación (LA, aa 373-390) se encuentran desordenados (Fig. 
7A). La interfase entre los dos monómeros está constituida por una región en forma de cierre 
que abarca las dos láminas β de cada dominio N-terminal, dispuestas una a continuación de la 
otra, mediante la interacción antiparalela de sus hebras β1 y las hélices α1 (Fig. 7B) (Burden et 
al., 1999; Rao et al., 1998). Se desconoce si la dimerización responde a un equilibrio dinámico 
entre los monómeros y el dímero o está regulada por mecanismos moleculares que implican 
otras proteínas, sin embargo la dimerización podría favorecer la asociación con la membrana de 
las PIP4KIIβ (Burden et al., 1999).   
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Figura 7. La estructura de 
la PIP4KIIβ  revela la 
formación de dímeros en 
estas quinasas. 
Representación tipo “cartoon” 
de (A) monómero de 
PIP4KIIβ (se numeran los 
elementos de estructura 
secundaria y se señalan el LA 
y el inserto) y (B) dímero de 
PIP4KIIβ (los monómeros se 
muestran en ocre y rojo, se 
numeran las hélices α1 y 
hebras β1 implicadas en la 
formación de la interfase de 
dimerización). (C) 
Representación de superficie 
del dímero de PIP4KIIβ con 
la región de interacción con la membrana orientada hacia el lector y las moléculas de PI4P y ATP en el sitio catalítico 
(izquierda) y en interacción con una membrana de dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC) (derecha). En ambos casos las 
superficies se han coloreado de acuerdo al rango del potencial electrostático, (Adaptado de (Rao et al., 1998). 
 
Aunque los monómeros de PIP4KIIβ son globulares, el dímero tiene forma de disco 
alargado y aplanado con unas dimensiones aproximadas de 100 Å de largo x 40 Å de ancho x 
30 Å de grosor. La región central de una de las caras del disco es muy básica y aplanada (Fig. 
7C) y posee  un parche de residuos básicos a lo largo de la interfase de interacción de los dos 
monómeros, lo cual sugiere que esta región podría estar implicada en la interacción con las 
cabezas polares negativas de los fosfolípidos en la membrana plasmática (Fig. 7C). La mutación 
K/D en tres residuos de esta región, reduce la carga positiva, sin afectar la dimerización, e 
impide la asociación con la membrana (Adams et al., 2010; Burden et al., 1999). Esto demuestra 
que la naturaleza básica de esta región del dímero es fundamental para la interacción con la 
superficie negativa de la membrana plasmática. Se ha modelado  la interacción de PIP4KIIβ con 
una bicapa de DMPC (Fig. 7C derecha) (Rao et al., 1998). De acuerdo con el modelo, el 
contacto de PIP4KIIβ con las membranas ocurre casi exclusivamente por medio de las 
interacciones electrostáticas con las cabezas polares de los fosfolípidos sin que la quinasa 
penetre en la membrana (Hurley and Grobler, 1997; Jerga et al., 2009; Shao et al., 2007).  
Las estructuras cristalográficas de las PIP4KIIα (PDB: 2YBX) y PIP4KIIγ (PDB: 
2GK9) también han sido resueltas y son muy similares a la de PIP4KIIβ. Estas isoformas 




Figure 1. Tertiary and Quaternary Structure of PIPKII￿
(A) Ribbon drawing of PIPKII￿ monomer prepared with MOLSCRIPT (Kraulis, 1991) and Raster3D (Merritt and Bacon, 1997).
(B) Schematic of the PIPKII￿ fold. The conserved ATP-binding core elements are colored green.
(C) Ribbon representation of the PIPKII￿ dimer. The subunits are colored yellow (molecule A) and red (molecule B).
thermal factors and is more flexible than the rest of the by a subunit-spanning antiparallel ￿ sheet that joins the
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Figure 3. Molecular Surface of the PIPKII￿
Dimer
The surface is colored according to electro-
static potential using GRASP (Nicholls et al.,
1991) in (A) sagittal and (B) normal projections
relative to the presumed plane of the mem-
brane. Saturating red indicated φ￿￿10 kT/e,
and saturating blue indicates φ ￿ 10 kT/e,
where T ￿ 293￿K. ATP and the inositol (1,5)
bisphosphate moiety of the PI5P headgroup
are shown in yellow bonds docked into one
of the two active sites. (C) Docking of PIPKII￿
dimer onto a membrane surface, using the
DMPC crystal structure as a model. The as-
terisk and arrow indicate the putative TNF
receptor–binding site.
number of other proteins. The interface buries 1400 A˚2 by the N-terminal half of ￿4 and part of the N-terminal
￿ sheet consisting of ￿1, ￿2, ￿6, and ￿7. This region ofof solvent-accessible surface area (1.4 A˚ probe) per
monomer and forms ￿-sheet hydrogen bonds between the dimer surface contains 14 Lys, 4 His, and 4 Arg
residues. Four acidic residues per mon mer lie near thethe two ￿1 strands and adjoining residues over a nine-
residue span. There is no other crystal contact that bur- edge of the basic patch can be seen as a red region at
the edge of the active site in Figure 3. These acidicies a comparable amount of surface area, and there is
no doubt that it is the clasp-like interface that mediates residues reduce the net charge on the entire flat surface
patch to ￿14. The flatness and positive charge of thisthe dimerization observed in solution.
While the PIPKII￿ monomer has a nearly globular region strongly suggest that it functions as the major
membrane attachment site. This is the largest flat sur-shape, the dimer is an elongated disc that is 105 A˚ long,
38 A˚ across, and 26 A˚ thick. The central portion of one face that we are awareof in any known protein structure.
The closest analogy is probably to the slightly convexface of the disc is highly basic and exceptionally flat
(Figures 3A and 3B). The flat surface is 33 A˚ by 48 A˚ membrane-binding face of the annexins, another class
of peripheral membrane protein (Swairjo and Seaton,across and extends across the dimer interface. The
2-fold noncrystallographic symmetry axis is normal to 1994). Using the crystal structure of dimyristoylphos-
phatidylcholine (DMPC) (Pascher and Pearson, 1979) asthe flat face. The two monomers join their flat faces
perfectly flush with each other. The flat surface is formed a model, PIPKII￿ can be docked onto a bilayer surface
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través de una interfase en forma de cierre, que involucra las hélices α1 y las hebras β1 de cada 
monómero en la región N-terminal. El resto de la estructura es similar a la de PIP4KIIβ. En el 
caso de PIP4KIIγ los dímeros interaccionan formando un tetrámero a través de una región que 
implica las hélices α2 y los lazos α1-α2 y β1-β2 de cada monómero. La estructura de PIP4KIIγ 
nos hace plantearnos la posibilidad de formación de oligómeros funcionales en estas proteínas, 
aún cuando se desconoce si esta forma cristalizada es activa o no y si el tetrámero se podría 
formar en las células. Por lo tanto, de acuerdo con las estructuras cristalográficas, las PIP4KII 
pueden formar dímeros. La homo y heterodimerización de las isoformas de PIP4KII también se 
ha observado a nivel celular (Bultsma et al., 2010; Clarke and Irvine, 2013; Hinchliffe et al., 
2002; Wang et al., 2010). 	  
Teniendo en cuenta la homología de secuencia entre las PIP5KI y las PIP4KII, se ha 
modelado la estructura de las tres isoformas de las PIP5KI (Fairn et al., 2009) empleando como 
molde la estructura de la PIP4KIIβ (Rao et al., 1998). Los modelos obtenidos sugieren que las 
tres isoformas de PIP5KI son estructuralmente muy similares a PIP4KIIβ y, teóricamente, 
podrían formar dímeros a través de una región homóloga a las hélices α1 y las hebras β1 de 
cada monómero en PIP4KIIβ. Sin embargo, hasta donde conocemos no se han obtenido 
evidencias que confirmen la homo- o heterodimerización de PIP5KI, lo cual constituye uno de 
los objetivos originales de esta tesis. 
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2. Objetivos  
 
 
1- Resolver la estructura cristalina de PIP5KIβ, así como del complejo formado por 
los dominios PDZ de EBP50 y el C-terminal de PIP5KIβ. 
2- Identificar nuevas proteínas que interaccionan con PIP5KI®.  
3- Determinar la capacidad de PIP5KIβ para formar homodímeros y heterodímeros 
con otras isoformas de PIP5KI. 
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Materiales y Métodos 
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4. Resultados 
 
4.1. Estudio cristalográfico de la interacción del extremo carboxilo de PIP5KIβ  con los 
dominios PDZ de la proteína EBP50.  
PIP5KIβ se localiza en el urópodo celular y es esencial para la polarización y la 
quimiotaxis de leucocitos. La interacción de PIP5KIβ, a través de su región C-terminal, con los 
dominios PDZ1 y PDZ2 de la proteína EBP50 permite la formación de un complejo con 
proteínas ERM que regulan la retracción del urópodo durante la quimiotaxis (Lacalle et al., 
2007; Mañes et al., 2010). 
Con el objetivo de caracterizar estructuralmente la interacción PIP5KIβ-EBP50 
decidimos resolver la estructura cristalina de los dominios PDZ1 y PDZ2 de EBP50 en 
interacción con la región C-terminal de PIP5KIβ. La sustitución del C-terminal del PDZ por el 
correspondiente C-terminal del ligando es una herramienta muy útil para caracterizar 
estructuralmente el complejo PDZ-ligando (ver Introducción), ya que se pueden formar dímeros 
entre el C-terminal de una molécula de PDZ1 y el bolsillo de unión a péptidos de otra molécula 
de PDZ1 vecina (Karthikeyan et al., 2001a). Aprovechamos esta característica para sustituir los 
últimos 5 aminoácidos del PDZ1 (TDEQL) y del PDZ2 (EFFKK) por los correspondientes, 
LDVYL, del extremo C-terminal de PIP5KIβ y resolver la estructura de las proteínas PDZ1-
LDVYL y PDZ2-LDVYL.  
 
4.1.1. Purificación de las proteínas de fusión PDZ1-LDVYL y PDZ2-LDVYL.  
Disponíamos de los plásmidos pGEX-4T1-GST-PDZ1 y pGEX-4T1-GST-PDZ2, 
generados previamente en nuestro laboratorio (Mañes et al., 2010) y a partir de ellos obtuvimos, 
mediante clonaje de los dominios PDZ1 y PDZ2, en el vector pGEX-5X1, los plásmidos GST-
PDZ1 y GST-PDZ2. Mediante mutagénesis dirigida de estos dos vectores obtuvimos los 
plásmidos GST-PDZ1-LDVYL y GST-PDZ2-LDVYL. E.coli BL21(DE3)TrxB transformada 
con estos plásmidos expresa el gen de interés bajo el control del promotor de la RNA-
polimerasa T7 del fago lambda de manera inducible por IPTG. Ambas proteínas se procesaron 
de igual manera y tuvieron un comportamiento similar en cuanto a su expresión y posterior 
proceso de purificación.  
Mediante electroforesis en geles de poliacrilamida y tinción de Coomassie (TC) 
comprobamos la expresión de las proteínas en los lisados de los cultivos bacterianos inducidos 
con IPTG (Fig. 8A). Se utilizaron lisados bacterianos no inducidos como control. Se observó la 
presencia de una proteína con un peso molecular de 35 kDa, similar al esperado para GST-
PDZ1-LDVYL y GST-PDZ2-LDVYL, sólo en muestras inducidas. También se indujo, aunque 
en menor cantidad, una proteína con peso molecular correspondiente a GST. En ambos casos 
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alrededor del 60% de cada una de las proteínas se detectó en la fracción soluble. Una vez 
verificada la expresión y solubilidad de GST-PDZ1-LDVYL y GST-PDZ2-LDVYL, se 
procedió a su purificación mediante cromatografía de afinidad empleando la resina  
“Glutathione-Sepharose” (Fig. 8B).  
 
Figura 8. Expresión de las proteínas 
GST-PDZ1-LDVYL y GST-PDZ2-
LDVYL en E. coli. (A) Inducción de 
la expresión de las proteínas GST-
PDZ1-LDVYL y GST-PDZ2-LDVYL 
con IPTG, analizada mediante TC en 
extractos de E. coli transformada con 
GST-PDZ1-LDVYL y GST-PDZ2-
LDVYL. (+) inducción con IPTG, (-) 
no inducción. (B) Purificación de 
GST-PDZ1-LDVYL y GST-PDZ2-
LDVYL con “Glutathione-Sepharose”. TC de las fracciones Total (Tot), Soluble (Sol), No Unido (NU), Lavado 5 
(L5) y proteína unida a la resina (Res). 
 
La purificación por afinidad permitió enriquecer las muestras en aproximadamente un 
85% tanto en GST-PDZ1-LDVYL como en GST-PDZ2-LDVYL (Fig. 8B). Las proteínas 
unidas a la resina se digirieron con la proteasa Factor Xa (F-Xa) para eliminar la GST. Se 
observó mediante TC que la digestión rindió dos proteínas solubles (~10 kDa) (Fig. 9A), que se 
identificaron como PDZ1-LDVYL y PDZ2-LDVYL mediante inmunoblot (IB) con anticuerpos 
anti-EBP50 (Fig. 9B).  
 
Figura 9. Digestión de GST-PDZ1-
LDVYL y GST-PDZ2-LVDYL con 
Factor Xa. (A) TC de las proteínas 
GST-PDZ1-LDVYL y GST-PDZ2-
LDVYL antes (Res-F-Xa), después 
(Res+F-Xa) y proteína soluble  tras el 
tratamiento con F-Xa. (B) IB con anti-
EBP50 de las muestras de (A). Las 




Las proteínas solubles  PDZ1-LDVYL y PDZ2-LDVYL se sometieron a cromatografía 
de exclusión molecular en una columna de Superdex S75, con el objetivo de purificarlas a 
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exclusión de 68 ml, que podría corresponder al dímero para cada una de las proteínas PDZ. 
También se observó un pico de menor tamaño, con volumen de exclusión de 60 ml, que 
correspondería a proteínas de 42 kDa (Fig. 10A). En ningún caso se observaron las formas 
monoméricas, que tendrían un volumen de exclusión de 75 ml. El análisis por SDS-PAGE 
reveló, en ambos casos, una banda de peso molecular de 12 kDa en las fracciones del pico de 68 
ml,  correspondiente  a los dímeros de los PDZ quiméricos; dichas bandas no se observaron en 
las fracciones de mayor peso molecular (Fig. 10B). En el caso de PDZ2-LDVYL comprobamos 
mediante IB con anti-EBP50 que, en efecto, dicha banda correspondía a  PDZ2-LDVYL (Fig. 
10B).  
 
Figura 10. Purificación de las proteínas PDZ1-LDVYL y PDZ2-LDVYL por cromatografía de exclusión 
molecular y análisis de la pureza de las proteínas purificadas. (A) Cromatogramas de PDZ1-LDVYL (verde) y 
PDZ2-LDVYL (violeta) eluídas de la columna Superdex S75. Se representa el volumen de exclusión (ml) respecto a 
la absorbancia en unidades arbitrarias (mAU). Se indica el volumen de exclusión del centro de cada pico. (B) 
Análisis por IB con anti-EBP50 de las fracciones correspondientes a los picos mostrados de PDZ2-LDVYL en (A) . 
Comprobación de la pureza de las proteínas PDZ1-LDVYL (C) y PDZ2-LDVYL (D) por TC. 
 
Se eligieron las fracciones comprendidas entre los volúmenes de elución 68 ml a 82 ml, 
que contenían mayor cantidad y pureza de proteínas (Fig. 10B) y se concentraron hasta 7 mg/ml 
(PDZ1-LDVYL) y 17 mg/ml (PDZ2-LDVYL) respectivamente. La pureza, estimada por TC, 
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Se consideró que las proteínas PDZ1-LDVYL y PDZ2-LDVYL tras un paso de 
purificación por afinidad y otro de filtración en gel estaban purificadas a homogeneidad. 
Partiendo de cultivos de E.coli que expresaban, en ambos casos, 20 mg de proteína, obtuvimos 
tras la purificación 0,7 mg de PDZ1-LDVYL y 1,7 mg de PDZ2-LDVYL, lo que representa un 
rendimiento del proceso de purificación del 3,5% para PDZ1-LDVYL y 8,5% para PDZ2-
LDVYL.  
 
4.1.2. Cristalización de la proteína PDZ1-LDVYL.  
A partir de la preparación de PDZ1-LDVYL purificada procedimos a su cristalización 
mediante el método de la gota sentada. El mismo se basa en el equilibrio de vapor que se 
establece entre una gota de la solución de proteína, que contiene agentes precipitantes y una 
solución más concentrada de los mismos precipitantes.  
Se realizó una búsqueda de condiciones de cristalización, utilizando “kits” comerciales 
[JBScreen Basic HTS y JBScreen Classic HTS-I (PEG based)] y empleando 150 nanolitros (nl) 
de proteína concentrada por gota y condición. Se obtuvieron cristales en tan sólo dos 
condiciones de las 192 ensayadas: 100 mM HEPES pH 7,5, 2% PEG400, 2 M (NH4)2SO4 
(condición 1) y 100 mM Tris-HCl pH 8,5, 2 M (NH4)2SO4 (condición 2). Los cristales obtenidos 
de 20µm x 20µm x 15µm, de dimensiones similares en ambos casos, presentaron forma de 
bipirámide de base exagonal (Fig. 11). Las dimensiones de estos cristales estaban en el límite de 
lo que se considera apropiado tanto para su manipulación como para obtener una buena 
difracción.  	   	  
Figura 11. Cristales de PDZ1-LDVYL. 
Fotografía de los cristales de PDZ1-
LDVYL obtenidos en 100 mM HEPES pH 
7,5, 2% PEG400, 2M (NH4)2SO4 (condición 
1) (A), y en 100 mM Tris-HCl pH 8,5, 2M 
(NH4)2SO4 (condición 2) (B). Barra, 10 µm. 	  	  
Con objeto de obtener cristales de mayor tamaño variamos las condiciones de 
cristalización utilizando ligeras variaciones del pH y de la concentración de agentes 
precipitantes a partir de la condición 1. Ensayamos 15 nuevas condiciones y obtuvimos cristales 
en dos de ellas (100 mM HEPES pH 7,5, 1% PEG400, 1,8 M (NH4)2SO4; 100 mM HEPES pH 
7,5, 2% PEG400, 1,8 M (NH4)2SO4) pero en ningún caso logramos un incremento de sus 
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soluciones de cristalización que contenían 30% etilenglicol y 20% glicerol, respectivamente, 
como crioprotectores y se congelaron en nitrógeno.  
Las muestras fueron sometidas a difracción en la línea PROXIMA 1 del sincrotrón 
SOLEIL. Solo los cristales de la condición 1 difractaron a una resolución de 1,6 Å. Los datos de 
difracción fueron indexados e integrados con el programa XDS (Kabsch, 2010). Los cristales de 
PDZ1-LDVYL pertenecen al grupo espacial P3121, contienen una molécula en la unidad 
asimétrica y un 56,3 % de solvente (Tabla 4).  
 
Tabla 4. Datos cristalográficos y del refinamiento de la estructura de PDZ1-LDVYL.  
 
Entre paréntesis se muestran los valores para el 
rango más alto de resolución de los datos 
cristalográficos.  
 
4.1.3. Resolución de la estructura 
cristalina del dominio PDZ1 de 
EBP50 en interacción con el C-
terminal de PIP5KIβ . 
La determinación de la 
estructura se llevó a cabo mediante  
reemplazo molecular con el programa 
PHASER (McCoy et al., 2007) tomando 
como modelo la estructura del PDZ1 de 
EBP50 (PDB: 1G9O). La estructura se 
ajustó manualmente y se refinó con el 
programa Coot (Emsley et al., 2010) y 
la suite de programas CCP4 y PHENIX 
(Adams et al., 2010; Winn et al., 2011). 
La evaluación de la estereoquímica, con 
el programa PROCHEK (Winn et al., 
2011), mostró el 95% de los residuos en 
la región más favorecida y un 5% en las 
regiones permitidas adicionales, sin 
ningún residuo en la región no permitida del diagrama de Ramachandran. Las estadísticas del 
refinamiento se muestran en la Tabla 4.	  
La estructura de la unidad monomérica de PDZ1-LDVYL consiste en un barril de 6 
hebras beta (β1-β6) flanqueado por dos alfa hélices (α1-α2) (Fig. 12A). Los residuos C15, L17, 
COLECCIÓN DE DATOS PDZ1-LDVYL 
Grupo espacial P3121 
Dimensiones Celda  
a, b, c (Å) 
54.4, 58.4, 
57.13 
α, β, γ (°) 90, 90, 120 
Longitud de onda (Å) 1,005 
Resolución (Å) 24.88 - 1.6   
Rsimetría o Rconvergencia 0.047 (0.48) 
I / σI 30.91 (2.98) 
Completitud (%) 99.66 (96.56) 
Redundancia 4.8 (4.5) 
REFINAMIENTO  
Resolución (Å)  24.877 – 1.6 
No. Reflexiones 28796 (15274) 
Factor-R/ Factor-R libre 0.1464 / 0.1679 
Residuos favorables Ramachandran (%) 99 
Residuos no favorables Ramachandran(%) 0 
Número de Átomos  
Proteína (A/B) 716 
Agua 147 
Factor-B  
Proteína (A/B) 17.4 
Agua 30.5 
Desviaciones R.M.S.  
Longitud de enlace (Å) 0.009 
Ángulo de enlace (°) 1.3 
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Y24, G25, F26, L28, I39, L53, L59, V76, I79, V86, L88 y V90 conforman el interior 
hidrofóbico de la molécula (Fig. 12A). El exterior del barril es hidrofílico. La hélice α2 se sitúa 
casi paralela a la hebra β2 dando lugar a una cavidad de ~20 Å de longitud, 10 Å de ancho y 9 
Å de profundidad (Fig. 12A) que se estrecha profundamente hacia la parte central del barril 
formando un “bolsillo de unión a péptidos” (que en lo sucesivo denominaremos “bolsillo”). Esta 
estructura se ha descrito en la interacción del dominio PDZ1 de EBP50 con otros dominios C-
terminales (Karthikeyan et al., 2001b, 2002; Lu et al., 2013). 
El péptido LDVYL se inserta en el bolsillo como una hebra adicional anti-paralela a la 
hebra β2, mediante el fenómeno de “beta sheet-augmentation” (Fig. 12B). De acuerdo con el 
valor promedio del coeficiente B de 17,4 Å2 (Tabla 4), LDVYL  se encuentra muy ordenado en 
el interior del bolsillo y oculta aproximadamente unos 589 Å2, un 66% de la superficie total 
accesible al solvente (892 Å2), indicando que una gran parte de su superficie interacciona con el 
PDZ1 de EBP50.  
En la estructura cristalina de PDZ1-LDVYL, el péptido C-terminal LDVYL de una 
molécula de PDZ1 se inserta en el bolsillo de una molécula vecina, la cual recíprocamente, 
inserta su C-terminal en el bolsillo de la primera, formando un dímero alrededor de un eje de 
simetría binario (Fig. 12B y C).  
 
Figura 12. Estructura de PDZ1 en interacción con el péptido C-terminal de PIP5KIβ  (LDVYL). Diagrama tipo 
“cartoon” del monómero (A) y del dímero (B) PDZ1-LDVYL. En (A) los residuos en violeta representan el núcleo 
interior hidrofóbico de la molécula. En (B) se muestra en verde el péptido C-terminal de la PIP5KIβ. (C) 
Empaquetamiento cristalino del dímero PDZ1-LDVYL alrededor de un eje de simetría perpendicular al plano de la 
página y centrado entre los dímeros.  
 
4.1.4. Determinantes estructurales de la afinidad y especificidad de la interacción PDZ1-
LDVYL.  
Todos los residuos del péptido LDVYL establecen al menos una interacción por puente 
de hidrógeno con residuos del PDZ1 (Fig. 13) y contribuyen a la afinidad de la interacción. Las 
contribuciones fundamentales las realizan los grupos carbonilo y amida de las cadenas 
principales de L0, V(-2) y L(-4).  Las cadenas laterales de Y(-1) y D(-3) favorecen el 
reconocimiento especifico del ligando LDVYL por el PDZ.  
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Figura 13 Representación bidimensional de las interacciones entre el PDZ1 de EBP50 y el C-terminal de 
PIP5KIβ  (LDVYL). (A) Los residuos del péptido LDVYL se representan y se nombran en morado y los del PDZ1 
en naranja. Las líneas discontinuas verdes simbolizan interacciones por puentes hidrógeno y las rojas hidrofóbicas. 
Los arcos radiados indican los residuos implicados en los contactos hidrofóbicos. En cada residuo los círculos negros 
simbolizan átomos de carbono, los rojos de oxígeno y los azules de nitrógeno. (B) Resumen de los residuos 
implicados en las interacciones hidrofílicas e hidrofóbicas del PDZ1 con el péptido LDVYL.  
 
La L0 se encaja en el bolsillo hidrofóbico del PDZ1 que está constituido por los 
residuos altamente conservados Y24, G25 (lazo β1-β2), F26, L28 (hebra β2) y V76 e I79 
(hélice α2) (Fig. 14A y B). El oxígeno carboxílico de L0 forma enlaces de hidrógeno con los 
nitrógenos amida de G25 y F26, mientras que el oxígeno carbonílico de la L0 forma un puente 
de hidrógeno con el nitrógeno amida de Y24 (Fig. 14A). Por otra parte, el nitrógeno amida de 
L0 interacciona mediante un enlace de hidrógeno con el oxígeno carbonílico de F26 (Fig. 14A). 
El grupo isobutilo de L0 se ajusta estrictamente a las dimensiones de la cavidad hidrofóbica del 
PDZ1 (Fig. 14B), limitando estéricamente con el anillo bencénico de la F26 y el grupo isobutilo 
de la I79 (Fig. 14A). El carbono Cδ1 de L0 establece contactos hidrofóbicos con los átomos Cε2 
y Cξ del anillo bencénico de  F26 y Cδ de la cadena lateral de I79 (Figs. 13 y 14A); el Cβ de 
Y24 interacciona, mediante un contacto hidrofóbico, con el carbono carbonílico de L0 (Fig. 
14A). Esta complementariedad estereoquímica podría contribuir al requerimiento estricto de L0 
en todos los ligandos con alta afinidad por EBP50-PDZ1 (Hall et al., 1998; Karthikeyan et al., 
2001b, 2002; Lu et al., 2013; Mamonova et al., 2012; Raghuram et al., 2001). 
 






L0! Y24, G25, F26! Y24, F26, I79!
Y(-1)! N22! G25, H27!
V(-2)! L28! H72, V76!
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Figura 14. 
Contribuciones de la 
L(0) a la afinidad y 
especificidad de la 
interacción LDVYL-
PDZ1. (A) Contactos 
de L0 del péptido C-
terminal de PIP5KIβ 
(LDVYL) con residuos 
del PDZ1. El péptido se 
muestra en gris 
exceptuando el residuo 
L0 que se muestran en 
verde. Los residuos del PDZ1 implicados en contactos hidrofóbicos e hidrofílicos se muestran en azul y naranja 
respectivamente, el resto de la estructura del PDZ1 en ocre. Las líneas discontínuas azules y rojas representan los 
contactos hidrofóbicos e hidrofílicos. (B) Disposición ajustada de L0 en el bolsillo de unión a péptidos del PDZ1. Los 
residuos hidrofóbicos del bolsillo se muestran en azul y el péptido LDVYL en diagrama de barras y superficie 
semitransparente. 
 
El nitrógeno amida de V(-2) forma un puente de hidrógeno con el oxígeno carbonílico 
de L28 mientras el oxígeno carbonílico de V(-2) interacciona mediante un puente de hidrógeno 
con el nitrógeno amida de L28 (Figs. 13 y 15A). El carbono Cγ1 de la cadena lateral de V(-2) 
forma contactos hidrofóbicos con los carbonos Cε1 y Cγ1 de las cadena laterales de H72 y V76, 
respectivamente, de la hélice α2 (Fig. 15A). 
 
Fig. 15. Interacciones implicadas 
en la afinidad del PDZ1 por el 
péptido C-terminal de PIP5KIβ . 
Se muestran los contactos de V(-2) 
(A) y L(-4) (B) del péptido LDVYL 
con los residuos del PDZ1.  El 
péptido se muestra en gris con V(-2) 
en (A) y L(-4) en (B)  en verde. En 
ambos, los residuos del PDZ1 
implicados en contactos 
hidrofóbicos se muestran en azul y 
los implicados en contactos 
hidrofílicos en naranja, el resto de la estructura se muestra en ocre. Las líneas discontínuas en azul y rojo representan 
los contactos hidrofóbicos e hidrofílicos respectivamente entre los residuos del péptido LDVYL y el PDZ1. 
 
El oxígeno carbonilo y nitrógeno amida de L(-4) forman puentes de hidrógeno con el 
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estas interacciones polares, que contribuyen a la afinidad de la unión PDZ-ligando, los carbonos 
Cβ y Cδ1 de L(-4) establecen contactos hidrofóbicos con el carbono Cγ de H72 en la hélice α2 
que influyen en el ordenamiento de la cadena lateral de L(-4) en la estructura (Figs. 13 y 15B).  
El OH de la cadena lateral de la Y(-1) establece un puente de hidrógeno con el carbono 
carbonílico de la cadena principal de N22 del PDZ1 (Fig. 16A). La interacción de la Y(-1) con 
el PDZ1 se estabiliza aún más con los contactos apolares entre los carbonos Cε1, Cθ y Cδ1 del 
anillo fenólico de Y(-1) y los carbonos Cα y Cε de G25 y H27 del PDZ1, respectivamente (Fig. 
16A). 
 
Figura 16. Interacciones 
determinantes de la especificidad 
de la unión PDZ1-LDVYL. 
Contactos establecidos por las 
cadenas laterales de los residuos 
Y(-1) (A) y D(-3) (B) con residuos 
del PDZ1. Los carbonos de Y(-1) y 
D(-3) se muestran en verde, el 
resto del péptido en gris. Los 
carbonos de los residuos del PDZ 
implicados en contactos polares se 
representan en naranja y en los 
contactos apolares en azul. Las 
líneas discontinuas azules y rojas entre los residuos del PDZ1 y el péptido LDVYL representan los contactos 
hidrofóbicos e hidrofílicos respectivamente.  
 
El grupo carboxilato de la cadena lateral del D(-3) establece un puente salino y un 
puente de hidrógeno con los nitrógenos Nε y NH2, respectivamente, del grupo guanidinio en la 
cadena lateral de R40 del PDZ1 (Figs. 13 y 16B). Adicionalmente, el carbono Cγ del D(-3) 
establece un contacto hidrofóbico con el Cδ de la H27 (Figs. 13 y 16B). 
A partir del análisis de la estructura podemos inferir que los residuos en las posiciones 0, 
(-2) y (-4) contribuyen notablemente a la afinidad del C-terminal de PIP5KIβ (LDVYL) por el 
PDZ. Los oxígenos carbonílicos y nitrógenos amida de las cadenas principales de L0, V(-2) y 
L(-4) establecen enlaces de hidrógenos con los correspondientes nitrógenos amida y oxígenos 
carbonílicos de las cadenas principales de F26, L28 y G30 en la hebra β2 y el lazo β2-β3 del 
PDZ1 (Fig. 13A). Los residuos en las posiciones (-1) y (-3) favorecen el reconocimiento 
específico del ligando LDVYL por el PDZ. Las cadenas laterales de Y(-1) y D(-3) establecen 
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4.1.5. Comparación de la estructura de PDZ1-LDVYL con estructuras resueltas de la 
interacción de PDZ1 con diversos ligandos. 
Con el objetivo de conocer las peculiaridades estructurales que rigen la interacción 
PIP5KIβ-EBP50, comparamos mediante alineamiento con el programa Pymol (The PyMOL 
Molecular Graphics System, Version 1.5.0.4 Schrödinger, LLC), la estructura PDZ1-LDVYL 
con las de los complejos entre el PDZ1 y los ligandos CXCR2 (Lu et al., 2013), CFTR 
(Karthikeyan et al., 2001b), β2AR y PDGFR (Karthikeyan et al., 2002) (Fig. 17A y B). Las 
cinco estructuras son muy similares, con valores de RMSDs (raíz cuadrada del promedio de la 
distancia entre los átomos al superponer dos estructuras) para los carbonos alfa de las cadenas 
principales que oscilan entre 0,31 y 0,42 Å (Tabla 5). Las mayores diferencias se encuentran en 
el lazo β2-β3 (Fig. 17A), conformacionalmente más flexible que el resto de la estructura, con 
valores de factor B en todos los casos por encima del valor promedio para el PDZ (Tabla 5). Las 
conformaciones de las cadenas principales de los péptidos C-terminales también son muy 
similares, con valores de RMSD entre 0,033 y 0,104 Å (Tabla 5). Los datos indican que la 
unión de diferentes péptidos al PDZ1 de EBP50 no afecta el plegamiento general del dominio.  
 
Figura 17. Alineamiento de las estructuras resueltas del PDZ1 de EBP50 en interacción con diversos ligandos. 
(A) Superposición de las estructuras de PDZ1-LDVYL (naranja), PDZ1-CFTR (azul), PDGFR (cian), PDZ1-CXCR2 
(gris) y PDZ1-β2AR(amarillo). Los PDZ se representan en diagrama “cartoon” y los ligandos (péptidos C-
terminales) en esquema de barras. La flecha roja señala el lazo más flexible β2-β3. (B) Diferencias conformacionales 
en las interacciones específicas del PDZ1 con cada ligando. (C) Vista ampliada de las estructuras de R40 y H27 de 
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Tabla 5. Desviaciones cuadráticas medias (RMSD) de las cadenas principales de los complejos PDZ1-ligandos 










Factor B      
lazo β2-β3. 
Factor B 
promedio     
PDZ 
PDZ1-CFTR 0,310 QDTRL 0,033 35,7 34 
PDZ1-PDGFR 0,409 EDSFL 0,104 46,2 43,3 
PDZ1-CXCR2 0,415 TSTTL 0,053 38,5 38 
PDZ1-β2AR 0,416 NDSLL 0,089 24,8 24 
 
Las cadenas laterales de los residuos en las posiciones 0, (-2) y (-3) de los péptidos C-
terminales presentan una orientación similar y se superponen en gran medida, sin embargo 
encontramos mayores desviaciones en la orientación de las cadenas laterales de los residuos en 
las posiciones (-1) y (-4) (Fig. 17A y B).  
Encontramos diferencias importantes en los residuos N22 y E43 del bolsillo de unión a 
péptidos (Fig. 17B). Observamos que la cadena lateral de N22 adopta dos orientaciones 
distintas y que la conformación de la cadena lateral de E43 es diferente en las cinco estructuras 
(Fig. 17B). Como ya mencionamos anteriormente el oxígeno carbonílico de la cadena principal 
de la N22 forma un puente de hidrógeno con el hidroxilo de la Y(-1) del péptido LDVYL (Fig. 
16A). A excepción de T(-1) de CXCR2, las cadenas laterales de los grupos en la posición (-1) 
del resto de los ligandos se ubican entre los residuos N22 y E43 del PDZ1 (Fig. 17B). Esto nos 
permite inferir que los cambios conformacionales en estos residuos son los responsables de la 
flexibilidad del PDZ1 para acomodar diferentes cadenas laterales en la posición (-1) del ligando. 
Las mayores diferencias entre las estructuras las encontramos en las conformaciones de 
las cadenas laterales de R40, H27 y H29 implicadas en interacciones con la posición (-3). 
Hemos descrito previamente que en PDZ1-LDVYL R40 forma un puente salino y un enlace de 
hidrógeno con D(-3) (Fig. 16B). Tal orientación supone rotaciones en torno a los enlaces Cα-C, 
Cα-Cβ y Cδ-Nε en comparación con la disposición en PDZ1-CFTR, PDZ1-β2AR y PDZ1-
PDGFR (Fig. 17C). Este cambio conformacional en R40 provoca una rotación de 180° en el 
enlace Cβ-Cγ de la H27 (Fig. 17B y C) que  aleja su Nδ1 del oxígeno carbonílico del D(-3) e 
impide la formación de un puente de hidrógeno entre estos grupos como ocurre en el caso de 
PDZ1-CFTR, PDZ1-β2AR, PDZ1-PDGFR (Karthikeyan et al., 2001b, 2002). Parece por tanto 
que R40 del PDZ1 es muy flexible, capaz de explorar un espacio conformacional muy amplio. 
Los cambios conformacionales en R40 y H27 le permiten al PDZ1 reconocer y acomodar 
diferentes cadenas laterales en la posición (-3) y a su vez diferenciar un mismo residuo en esta 
posición en el contexto de diferentes ligandos. En el complejo PDZ1-CXCR2, S(-3) forma un 
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puente de hidrógeno con H29. La conformación de esta histidina es diferente a la que adopta en 
el resto de las estructuras (Fig. 17B); el enlace Cα-Cβ rota 90° y el anillo imidazólico se acerca 
al OH de la S(-3) (Fig. 17B) facilitando la interacción del hidroxilo con el Nδ1 del anillo.  
Son por tanto las diferencias conformacionales en unos pocos residuos, las responsables 
de los cambios en la especificidad de la interacción PDZ1-ligando. La rotación en torno a 
determinados enlaces en las cadenas laterales de algunos residuos alrededor del bolsillo (N22, 
E43, R40, H27 y H29) juega un papel fundamental en el reconocimiento y la interacción del 
PDZ1 de EBP50 con diferentes ligandos. 
 
4.1.6. Cristalización  de la proteína PDZ2-LDVYL. 
De forma similar a lo realizado con la proteína PDZ1-LDVYL, procedimos a cristalizar 
la proteína PDZ2-LDVYL purificada. Se utilizaron dos concentraciones de proteína (17 y 7 
mg/ml) para la cristalización mediante gota sentada. Se obtuvieron cristales en tres condiciones: 
100 mM MES pH 6,5, 30% PEG8000, 200 mM Na(CH3COO) (condición 1), 100 mM MES pH 
6,5, 30% PEG400, 100 mM Na(CH3COO) (condición 2) y 100 mM MES pH 6,5, 30% 
PEG5000, 200 mM (NH4)2SO4 (condición 3). En los tres casos los cristales fueron pequeños 
(5µm x 2µm x 5µm) con forma de prisma de base rectangular.	  
Para obtener cristales de mayor tamaño se usaron dos aproximaciones a partir de la 
condición 1: (i) Ligeras variaciones del pH y de la concentración de agentes precipitantes  y (ii) 
adición de alcoholes y/o detergentes a la solución de cristalización. En la aproximación (i) 
ensayamos 14 nuevas condiciones y obtuvimos cristales solo en una (100 mM MES pH 6,5 , 
25% PEG8000, 200 mM (NH4)2SO4), pero no logramos un incremento apreciable de sus 
dimensiones respecto a la condición inicial. En el caso de los aditivos, ensayamos 32 nuevas 
condiciones pero tampoco conseguimos incrementar el tamaño de los cristales. 
Con el fin de determinar si los problemas de cristalización estaban relacionados con una 
baja calidad de la muestra, se analizó la homogeneidad de la preparación de PDZ2-LDVYL por 
ultracentrifugación analítica, determinando la velocidad de sedimentación por la absorbancia a 
230 nm. Los resultados mostraron que ~90% del total correspondía a una proteína de 10 kDa 
(monómero de PDZ2-LDVYL), un 8% a especies de 35 kDa y un 1,5% a especies de 72,6 kDa 
(Fig. 18). Estos datos confirman las estimaciones de pureza obtenidas mediante TC (Fig. 10B) y 
sugieren que la formación de cristales pequeños no es consecuencia de la heterogeneidad de la 
muestra. 
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Figura 18. Determinación de la 
homogeneidad de la proteína PDZ2-
LDVYL mediante ultracentrifugación 
analítica. Distribución de tamaños de las 
especies mediante la representación de la 
función c(s) (distribución en el tiempo de la 
concentración de especies de diferentes 
tamaño y velocidades de sedimentación, en 
una región definida de una muestra 
heterogénea) vs el coeficiente de 
sedimentación (s), para una concentración de 
proteína de 1 mg/ml. Resultados similares se obtuvieron para una concentración proteica de 2 mg/ml.  
 
A pesar de sus dimensiones, los cristales de la condición 1 se montaron en criolazos, se 
congelaron en solución de cristalización con 20% glicerol y se sometieron a difracción en la 
línea XALOC del sincrotrón ALBA. Los cristales no difractaron y no ha sido posible 
determinar la estructura cristalográfica del PDZ2 de EBP50 en interacción con el C-terminal de 
PIP5KIβ.  
 
4.1.7. Modelización de la interacción del C-terminal de PIP5KIβ  con el PDZ2 de EBP50.  
PIP5KIβ interacciona con PDZ1 y PDZ2 de EBP50 (Mañes et al., 2010). La estructura 
del dominio PDZ2 de EBP50 ha sido resuelta recientemente (PDB: 2OZF). Para determinar las 
diferencias estructurales entre ambos dominios PDZ y analizar las implicaciones en la 
interacción con PIP5KIβ, alineamos la estructura obtenida del PDZ1-LDVYL con la del PDZ2. 
Ambas estructuras son muy similares con una RMSD de 0,422 para los carbonos alfa de sus 
cadenas principales (Fig. 19A).  
Figura 19 Alineamiento 
estructural de los dominios 
PDZ1 y PDZ2 de EBP50 con 
relación al péptido C-terminal 
de PIP5KIβ . (A) Alineamiento 
de las estructuras de los 
dominios PDZ1 (naranja) y 
PDZ2 (azul). Los carbonos del 
péptido se muestran en verde y 
los de los residuos del PDZ con 
los que interacciona, en naranja 
(contactos hidrofílicos) y en azul 
(hidrofóbicos) (residuo 
PDZ1/PDZ2). (B) 
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N22/S162 en el lazo β1-β2 y su interacción con Y(-1). (C) Ampliación de G30/S170 en el lazo β2-β3 y su 
interacción con L(-4).  
 
Las posiciones de las cadenas laterales de los residuos en el bolsillo se encuentran muy 
conservadas en ambos casos. Las mayores diferencias las encontramos en el lazo más  flexible 
β2-β3 y en los residuos N22 y G30 del PDZ1, S162 y S170 en PDZ2 (Fig. 19A). La sustitución 
N22 del PDZ1 con S162 en el PDZ2 es semi-conservativa (cadenas laterales con longitud y 
orientación semejantes y grupos funcionales COO-NH2 y OH no cargados), la posición de la 
cadena principal es la misma en ambos residuos (Fig. 19B). El puente de hidrógeno entre el 
carbonilo de N22 y el OH de Y(-1) debe mantenerse con el carbonilo de la S162. El acomodo 
del grupo fenólico de Y(-1) en la estructura sería el mismo (Fig. 19A y B).  
La segunda diferencia está en la posición G30 en PDZ1, S170 en PDZ2. Se trata de una 
sustitución no conservativa con cadenas laterales de diferente longitud. En PDZ1-LDVYL los 
enlaces entre G30 y L(-4) se establecen entre los grupos carbonilos y amida de las cadenas 
principales (Fig. 15B). En el PDZ2 la rotación del enlace Cα-NH de S170 alejaría 5,2Å su 
oxígeno carbonílico del nitrógeno amida de L(-4) (Fig. 19C) y el posible enlace de hidrógeno 
entre estos residuos se perdería, manteniéndose el del grupo amida de S170 y el carbonilo de 
L(-4) (Fig. 19C). G30 en PDZ1 y S170 en PDZ2 se encuentran al inicio del lazo β2-β3; en 
PDZ1 esta zona es muy flexible y adopta diversas conformaciones dependiendo del ligando al 
que se una (Fig. 17A). Algo similar podría ocurrir en el PDZ2, el carbonilo de S170 podría 
formar el enlace de hidrógeno con el grupo amida de L(-4) y el acomodo del péptido en el 
PDZ2 sería por tanto muy similar al que tiene lugar en la estructura PDZ1-LDVYL (Fig. 19A).  
 
4.1.8. Análisis estructural de las mutaciones PIP5KIβ  (-3)D/K, EBP50R40D y EBP50K19D. 
Implicaciones en la interacción.  
La interacción de PIP5KIβ con EBP50 es clave en la formación del urópodo y en la 
polarización celular de células leucocitarias (Lacalle et al., 2007; Mañes et al., 2010). Para 
estudiar esta interacción se había generado un mutante (-3)D/K en el C-terminal de PIP5KIβ 
(PIP5KIβ(-3)D/K) y dos mutantes puntuales de sustitución en el PDZ1 de EBP50, R40D 
(EBP50R40D) y K19D (EBP50K19D). Mediante ensayos de “pulldown” e inmunoprecipitaciones 
se había observado una disminución de la interacción de PIP5KIβ (-3)D/K con EBP50, así como 
de PIP5KIβ con EBP50R40D y EBP50K19D (Mañes et al., 2010).  
Para analizar estructuralmente el efecto de éstas mutaciones en la interacción PIP5KIβ-
EBP50, modelamos mediante dinámica molecular, la estructura de los tres mutantes, empleando 
los programas TRITON versión 4 (Prokop et al., 2008) y MODELLER versión 9 (Eswar et al., 
2006). En el modelaje se tuvo en cuenta la influencia de la mutación en el acomodo del péptido 
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en el bolsillo de unión del PDZ. La estructura de los mutantes se ha alineado con la estructura 
nativa del dímero PDZ1-LDVYL usando el programa Pymol (Fig. 20). En cada mutante el 
plegamiento general del PDZ1 es muy similar a la molécula nativa, con valores de RMSD de 
0,397 a 0,553 (Fig. 20 y Tabla 6) pero se diferencian en las conformaciones de algunos de los 
residuos del “bolsillo” y del lazo β1-β2 (Fig. 20). El acomodo del péptido en el PDZ1 es 
diferente en los tres casos, con valores de RMSD entre 0,148 y 0,353 (Tabla 6); las principales 






























Figura 20. Comparación estructural de los mutantes PIP5KIβ (-3)D/K, EBP50R40D y EBP50K19D con la estructura 
nativa PDZ1-LDVYL. Alineamiento de la estructura de PDZ1-LDVYL (ocre) con las de los mutantes (azul) (A) 
PIP5KIβ (-3)D/K, (B) EBP50R40D y (C) EBP50K19D . La primera línea de figuras resalta los residuos del péptido (nativo 
en verde, mutante en amarillo), la fila intermedia los del bolsillo (nativo en naranja, mutante en azul) y en la fila 












































































	   	   Resultados	  	  
	   92	  
Tabla 6. Desviaciones cuadráticas medias (RMSD) de las cadenas principales de los mutantes PIP5KIβ  (-3)D/K, 
EBP50K19D y EBP50R40D alineados estructuralmente con PDZ1-LDVYL. 
 
Mutante Secuencia C-terminal RMSD (PDZ1) (Å) RMSD (C-term) (Å) 
PIP5KIβ(-3)D/K LKVYL 0,456 0,301 
EBP50R40D LDVYL 0,553 0,353 
EBP50K19D LDVYL 0,397 0,148 
 
 
4.1.8.1 Mutación PIP5KIβ  (-3)D/K. 
Ya hemos descrito que el grupo carboxilato del D(-3) del péptido interacciona 
mediante un puente de hidrógeno y uno salino con el grupo guanidinio de  R40 del PDZ1. 
La sustitución de D por K, en el mutante PIP5KIβ (-3)D/K, introduce una cadena lateral de 
similar longitud pero con carga positiva que provoca repulsión con las cargas positivas de 
R40. Así el grupo NH2 de K(-3) y los nitrógenos del grupo guanidinio de R40 se alejan 
situándose a 5,1Å (Fig. 21A). Como resultado el enlace de hidrógeno y el puente salino 
entre el D(-3) y la R40 se pierden.  
 
Figura 21.  
Diferencias 
conformacionales 




se producen al 
acomodar el péptido 
mutante LKVYL en el 
PDZ1, en los residuos 
D(-3), K(-3) y R40 
(A), Y(-1) y N22 (B),  
             L0, Y24, F26 e I79 (C), L28 (D) y V76 (E). La estructura nativa del PDZ1 (ocre) y el mutante (-3)D/K (azul) 
se representan en diagrama “cartoon”. En diagrama de barras los residuos del PDZ1, nativo en naranja y 
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Tabla 7. Residuos que cambian conformacionalmente como resultado de las mutaciones PIP5KIβ (-3)D/K, 
EBP50R40D y EBP50K19D. 
 
Mutante Residuos en el PDZ1 Residuos en el péptido. 
PIP5KIβ(-3)D/K N22, Y24, F26, L28, R40, V76 K(-3), Y(-1), L0 
EBP50K19D N22, Y24, L28, R40, V76, I79 D(-3), Y(-1), L0 
EBP50R40D N22, Y24, F26, L28, R40, V76, I79 D(-3), Y(-1), L0  
 
Como consecuencia de la repulsión K(-3)/R40 (Fig. 21A) se producen otros 
cambios estructurales (Fig. 20A y Tabla 7). La cadena principal de N22 se desplaza (Fig. 
21B) incrementando la distancia entre el oxígeno carbonílico de N22 y el OH de Y(-1) y 
el enlace de hidrógeno entre estos grupos se pierde, la cadena lateral de Y(-1) sale del 
“bolsillo” y se orienta hacia al solvente (Fig. 21B).  
La L0 varía la orientación de su cadena lateral en el interior del “bolsillo” (Fig. 
21C). El oxígeno carboxílico de L0 se aleja del nitrógeno amida de Y24 y la interacción 
por puente de hidrógeno entre ambos se pierde. La distancia entre los Cγ1 de L0 e I79 
aumenta  provocando la pérdida de este contacto hidrofóbico (Fig. 21C).  
En el interior del “bolsillo” los anillos de Y24 y F26 rotan, pasando a estar cuasi-
perpendiculares al plano de la cadena lateral de L0 y la cadena principal del péptido 
LKVYL (Fig. 21C). Mediante la rotación del enlace Cα-Cβ, el grupo isobutilo de L28 se 
aleja de su posición original (Fig. 21D), mientras que V76 orienta el Cγ2 hacia el exterior 
del bolsillo hidrofóbico (Fig. 21E). Como resultado el volumen de la cavidad hidrofóbica 
disminuye de 677,13 Å3 a 506,6 Å3 (Fig. 22A, B y Tabla 8) lo cual dificultaría el 
acomodo del grupo isobutilo de L0.  
 
Figura 22. Variaciones en el volumen de la cavidad hidrofóbica del PDZ1 en los mutantes PIP5KIβ (-
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PIP5KIβ(-3)D/K(B), EBP50R40D (C) y EBP50K19D (D). Los residuos del interior de la cavidad se muestran en 
azul. El volumen de la cavidad en verde en el PDZ1 nativo y en amarillo en los mutantes. 
 
Tabla 8. Volumen de la cavidad hidrofóbica de los mutantes 
 
En resumen, en PIP5KIβ (-3)D/K la 
mutación genera repulsión y 
pérdida de interacción con R40, 
altera la orientación de las cadenas 
laterales de Y(-1) y L0, lo que 
conlleva la pérdida de interacciones polares e hidrofóbicas con el PDZ1 y dificultades de 
L0, residuo clave en la interacción, para acomodarse en el “bolsillo”. El menor volumen 
de la cavidad hidrofóbica, donde L0 se ajusta de manera muy estricta, favorece que se 
pierda la interacción PIP5KIβ (-3)D/K -PDZ1.  
 
4.1.8.2 Mutación EBP50R40D. 
En el mutante EBP50R40D la cadena lateral de D40 se orienta en la misma 
dirección que la de R40 pero se introduce una carga negativa que provoca repulsión entre 
los grupos carboxilato del D(-3) y del D40 del PDZ1 (Fig. 23A), incrementando la 
distancia entre los oxígenos carboxílicos de ambos grupos. El enlace de hidrógeno y el 
puente salino entre el D(-3) y la R40 se pierden.  
 
Figura 23. Cambios 
conformacionales 
provocados por la 
mutación EBP50R40D 
en la interacción 
PDZ1-LDVYL. (A) 
D(-3) y D40, (B) Y(-
1) y N22, (C) L0 y 
Y24, (D) L28, (E) 
V76 y (F) I79. Los 
residuos que cambian 
su conformación se 
representan en 
diagrama   de    barras,  
los     del     PDZ1    se  
            muestran    en   azul    para    el    mutante    y    en    naranja   los   de   la   estructura nativa;   los residuos  del    
            péptido se muestran con los carbonos del mutante en amarillo y en verde los nativos.      
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Como resultado de la mutación EBP50R40D, la cadena principal de N22 se 
desplaza, lo que provoca que el oxígeno carbonílico de N22 y el OH de la Y(-1) se 
separen y se pierda el enlace de hidrógeno entre ambos residuos (Fig. 23B).  
El acomodo de la L0 dentro del bolsillo hidrofóbico también cambia (Fig. 23C). 
La rotación de su cadena principal provoca un incremento de la distancia entre el carbono 
carbonílico de la L0 y el Cβ de la Y24 del PDZ1 y el contacto hidrofóbico se pierde. El 
enlace Cβ-Cγ de L0 gira causando la pérdida de los contactos hidrofóbicos del grupo 
isobutilo de L0 con los grupos: sec-butilo de I79 y el anillo de F26 (Fig. 23C). Así, L0 
pierde todos los enlaces hidrofóbicos que establecía con residuos del bolsillo.  
Las conformaciones de los residuos Y24, L28 V76 e I79 también cambian (Fig. 
20B y Tabla 7). El plano del anillo fenólico de la Y24 se sitúa en posición cuasi-
perpendicular al plano que contiene la cadena lateral de L0 y la cadena principal del 
péptido (Fig. 23C). Los carbonos del grupo isobutilo de la L28 se separan 2,8 Å de su 
conformación nativa (Fig. 23D). Los enlaces Cα-Cβ de V76 e I79 rotan (Fig. 23E y F) y 
en el caso de V76 el Cδ2 sale del bolsillo hidrofóbico y se orienta al solvente. Debido a 
estos cambios el volumen de la cavidad hidrofóbica disminuye de 677,14 Å3 hasta 298,18 
Å3, lo que dificulta el ajuste de L0 en su interior (Fig. 22A, C y Tabla 8). Además el 
potencial electrostático en la superficie interior del “bolsillo” cambia y pasa de ser muy a 
poco cargado positivamente, lo que dificulta el acomodo de la superficie ligeramente 





electrostático de la 
superficie del 
PDZ1 de EBP50 




electrostático en la  
            superficie del PDZ1 en la estructura nativa (A) y los mutantes EBP50R40D (B) y EBP50K19D (C). Las 
superficies se han coloreado de acuerdo de acuerdo al rango del potencial electrostático (rojo, <-6 kT/e; 
blanco=0; azul, >6 kT/e donde k=constante de Boltzman,  T=temperatura absoluta, e=carga del electrón) 
calculado de acuerdo al método de Poisson-Boltzman. La barra de colores degradados se corresponde con 
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En síntesis, la sustitución R40D en el PDZ1 provoca que el D(-3) del péptido 
oriente sus cadenas laterales alejando al máximo sus cargas negativas del D40; como 
consecuencia las cadenas laterales de Y(-1) y L0 varían su orientación y se pierden 
interacciones polares e hidrofóbicas que son claves para la estabilización del péptido en el 
PDZ1. La cavidad hidrofóbica también disminuye de volumen y los cambios en su 
potencial superficial dificultan el acople de L0 en el interior del “bolsillo”. Estos datos 
explicarían la disminución de la interacción PIP5KIβ-EBP50R40D observada en ensayos 
de co-IP y pulldown.  
 
4.1.8.3 Mutación EBP50K19D. 
La K19 se encuentra dentro del llamado lazo de unión al carboxilo cuyos residuos 
están muy conservados en los dominios PDZ y juegan un papel muy importante en la 
interacción con el aminoácido en posición 0 del péptido C-terminal. 
En el mutante EBP50K19D, la cadena lateral de D19 (3 átomos de carbono) se 
orienta en la misma dirección que la de K19 (5 átomos de carbono) pero es más corta. 
Debido a repulsiones entre el oxígeno carboxílico del D19 y el OH de Y24 la distancia 
entre ambos se incrementa (Fig. 25A), el anillo fenólico de Y24 se sitúa perpendicular al 
plano que contiene la cadena lateral de L0 y la cadena principal del péptido. Sin embargo, 
el contacto hidrofóbico entre el Cβ de Y24 y el carbono carbonílico de L0, así como el 
enlace de hidrógeno entre el NH de Y24 y el Oδ1 de L0 no se afectan (Fig. 25B). Los 
enlaces Cβ-Cγ de L0 e I79 rotan y el contacto hidrofóbico entre ambos residuos, así como 
entre L0 y el anillo de F26 se pierden (Fig. 25B). La pérdida de estos contactos 
hidrofóbicos en el mutante K19D dificulta el encaje de la cadena lateral de L0 en la 
cavidad hidrofóbica del bolsillo.  
 
 
Figura 25. Cambios 
conformacionales inducidos 
por la mutación EBP50K19D 
en la interacción LDVYL-
PDZ1. Se muestran los 
cambios en los residuos (A) 
K19/D19 y Y24, (B) L0 e I79, 
(C) Y(-1) y N22, (D) D(-3) y 
R40 (E) L28. Los residuos 
del PDZ1 se representan en 
naranja los de la estructura 
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          mutante;. los carbonos del péptido en verde la estructura nativa y en amarillo los del mutante.  
La sustitución K19D provoca un incremento de la distancia entre el oxígeno 
carbonílico de N22 y el OH de la Y(-1) debilitando el enlace de hidrógeno entre estos 
residuos (Fig. 25C). La tensión conformacional que provoca el giro de la cadena lateral 
de L0 hace que la Y(-1) oriente su grupo fenólico en dirección al solvente y el enlace de 
hidrógeno entre Y(-1) y N22 se pierde.  
Los cambios conformacionales en la L0 y la Y(-1) del péptido alteran la 
orientación de la cadenas laterales de D(-3) y R40 (Fig. 25D) provocando un incremento 
en la distancia entre los oxígenos del D(-3) y los nitrógenos de R40. Como resultado los 
enlaces de hidrógeno y salino entre ambos residuos se pierden. Por otra parte el enlace 
Cβ–Cγ de L28 rota y los carbonos de su cadena lateral se orientan hacia el exterior del 
bolsillo (Fig. 25E).  
Estos cambios provocan que el volumen del “bolsillo” disminuya de 677,14 Å3 a 
588,51Å3 (Fig. 22A, D y Tabla 7). La introducción de una carga negativa con la mutación 
K19D hace que el potencial superficial del “bolsillo” pase a ser negativo (Fig. 24C), lo 
cual dificulta su interacción con el péptido.  
En resumen, la mutación EBP50K19D provoca cambios conformacionales en la L0 
que alteran la orientación de las cadenas laterales de Y(-1) y D(-3) y se pierden contactos 
claves para la estabilización de las interacciones entre el péptido y el PDZ1. La cavidad 
hidrofóbica disminuye su volumen y varía el potencial superficial lo cual hace aún más 
difícil el encaje de  L0 en su interior y conlleva en su conjunto la pérdida de la interacción 
entre PIP5KIβ-EBP50K19D.  
Del análisis de las estructuras de los mutantes se derivan tres características 
comunes: (i) las mutaciones provocan cambios conformacionales en residuos del péptido 
y del PDZ1 que traen como resultado la pérdida de interacciones fundamentales para la 
estabilización del péptido en el bolsillo de unión del PDZ1. (ii) Las mutaciones 
disminuyen el volumen de la cavidad hidrofóbica y dificultan el encaje  del residuo clave 
L0 en su interior, y (iii) Las mutaciones R40D y K19D alteran el potencial superficial del 
bolsillo de unión a péptidos afectando la disposición del C-terminal de PIP5KIβ en su 
interior. Así, la interacción PIP5KIβ-EBP50-PDZ1 disminuye en los tres casos.  
 
4.2. Purificación de la proteína PIP5KIβ  para la determinación de su estructura 
cristalográfica. 
La resolución de la estructura de una proteína a nivel cristalográfico proporciona 
información valiosa sobre los determinantes estructurales que regulan su función. Las 
estructuras de las PIP5KI no han sido resueltas por lo que nos planteamos abordar esta cuestión 
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para la PIP5KIβ. 
 
4.2.1. Expresión y purificación de PIP5KIβ  en E. coli. 
Clonamos y expresamos, bajo el control de un promotor inducible por IPTG, el gen de la 
PIP5KIβ con un “tag” de 6 histidinas en su región N-terminal (6His-PIP5KIβ), en la cepa de E. 
coli BL21(DE3)TrxB. Comprobamos la expresión de una proteína de 63 kDa, lo esperado para 
6His-PIP5KIβ, presente solamente en cultivos inducidos (Fig. 26A). Las condiciones óptimas 
de inducción de la expresión fueron IPTG 0,4 mM y 2 horas, (Fig. 26A). La proteína se expresó 
a altos niveles ~20 µg/ml de cultivo bacteriano (Fig. 26A). La separación de fracción soluble-





6His-PIP5KIβ  en 
E. coli. (A) 
Análisis de 
extractos por 
SDS-PAGE y TC. 
Se indica la 
concentración de 
IPTG (mM) y el 
tiempo de 
inducción. (B). 
TC de las 
fracciones soluble 
(Sol) e insoluble 
(Insol) de los extractos inducidos en función de la concentración de IPTG y del tiempo. (C) IB con anti-PIP5KIβ de 
las fracciones total (Tot), soluble (Sol) e insoluble (Insol) del lisado bacteriano inducido con 0,4mM IPTG durante 2 
horas. Cuantificación de la proteína 6His-PIP5KIβ por densitometría. (D) Purificación de 6His-PIP5KIβ con las 
resinas Sepharose-Ni2+ y Sepharose-Co2+. Fracciones: total (Tot), soluble (Sol), no unido (NU), lavados 1 al 4 (L1-
L4) y eluídos 1 al 3 (E1-E3). Se muestra un experimento representativo de 3. La flecha indica la posición de 6His-
PIP5KIβ.  
 
La purificación de la fracción soluble de la proteína se realizó mediante cromatografía 
de afinidad empleando las resinas Sepharose-Co2+ o Sepharose-Ni2+(Fig. 26D) y se eluyó con 
imidazol. La cantidad de PIP5KIβ así semipurificada, según cuantificación en gel, fue de ~800 
ng/ml de cultivo en ambos casos. Ya que la purificación con ambas resinas tuvo un 





1 h! 2 h!
 0  1  0,8 0,6 0,4 0,2! 0    1  0,8 0,6 0,4 0,2 !mM IPTG!
TC!















Tot  Sol  NU  L1   L2   L3  L4  E1  E2  E3   !
Tot        Sol      Insol!



















	   	   Resultados	  	  
	   99	  
Analizamos el efecto de la adición del detergente Tritón X-100 (TX-100), la fuerza 
iónica, el pH y la temperatura de inducción en la solubilidad de la proteína, la unión y elución 
de la resina. La adición de TX-100 1% incrementó ~2 veces la solubilidad y la unión a la resina 
obteniendo 1,12 µg/ml de cultivo bacteriano de 6His-PIP5KIβ (Fig. 27A). El uso de 500 mM 
NaCl, mejoró la solubilidad, la unión y la elución de la proteína con rendimiento de 1,2 µg/ml 
cultivo. (Fig. 27B). El punto isoeléctrico de 6His-PIP5KIβ es 6,58; el uso de pH 8 permitió 
tener un rendimiento de 1,15 µg/ml de cultivo (Fig. 27C). Al inducir la expresión de 6His-
PIP5KIβ a baja temperatura (13°C) se incrementó la solubilidad 2 veces, con o sin TX-100 1% 
(Fig. 27D). Así escogimos como tampón de purificación, 50mM Tris , pH 8, 500 mM NaCl, 
TX-100 1%, 10 mM imidazol. Lavamos en el mismo tampón con 20 mM imidazol y eluímos 
con 500 mM imidazol obteniendo un rendimiento de 1,6 µg/ml de cultivo.  
 
 
Figura 27. Efecto del 
detergente, la fuerza 
iónica, el pH, la 
temperatura de inducción 
y la adición de PI4P, en la 
purificación de 6His-
PIP5KIβ . (A) Adición de 
TX-100 1%, (B) Efecto de la 
fuerza iónica, (C)  Efecto del 
pH. Se muestra el análisis de 
las fracciones Sol, NU, L5, 
E1 y E2 mediante IB con 
anti-6His y la cuantificación 
por densitometría. (D) IB 
con anti-6His de la fracción 
soluble de extractos de 
cultivos bacterianos inducidos a 13 °C y 25 °C en presencia y ausencia de TX-100 1%. (E). IB con anti-PIP5KIβ de 
las fracciones Sol, NU, y unido a resina (Resina) de la purificación de 6His-PIP5KIβ en ausencia (-) o presencia (+) 
de PI4P. En cada caso se muestra un experimento representativo de 3. Las flechas indican la posición de 6His-
PIP5KIβ. 	  
Para aumentar la solubilidad y el rendimiento de la purificación añadimos el sustrato de 
la enzima, fosfatidilinositol 4-fosfato (PI4P) durante el proceso. Empleamos la concentración de 
PI4P (200 µM) utilizada en ensayos de actividad quinasa in vitro. Observamos que la adición 
del lípido no mejoró ni la solubilidad ni el rendimiento de la purificación (Fig. 27E). 
Ya que gran parte de la proteína expresada en E. coli se produce insoluble como 
cuerpos de inclusión, pasamos a purificar 6His-PIP5KIβ a partir de esta fracción que contiene 
~40 µg/ml de cultivo de proteína insoluble. La proteína se desnaturalizó con urea 8 M, se 
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purificó por cromatografía de afinidad (Sepharose-Ni2+) y se renaturalizó en columna por 
dilución, hasta eliminar la urea. Obtuvimos 23 mg de proteína desnaturalizada, 13,4 mg se 
unieron a la resina y eluimos 7,2 mg de proteína soluble (Fig. 28A). El rendimiento del proceso 
fue del 31,3%. Posteriormente se utilizó una columna Superdex S-200 para purificar 6His-
PIP5KIβ a homogeneidad por cromatografía de exclusión molecular (Fig. 28B). El 
cromatograma mostró un pico con un volumen de exclusión de 43 ml (volumen muerto de la 
columna), que corresponde a proteínas de peso molecular >600 kDa (Fig. 28B). El análisis de 
las fracciones 1 a 6 (40-52 ml) reveló una banda de 63 kDa tanto por SDS-PAGE como por IB 
con anti-PIP5KIβ (Fig. 28C). El hecho de que la proteína eluya fuera del límite de exclusión de 
la columna S-200 sugiere la formación de agregados, probablemente como consecuencia de un 
inadecuado proceso de renaturalización. 
 
Figura 28 Purificación de 6His-PIP5KIβ  a partir de 
cuerpos de inclusión. (A) Cromatografía de afinidad 
Sepharose-Ni2+ y renaturalización en columna de 6His-
PIP5KIβ. Se muestra TC e IB con anti-PIP5KIβ de la 
proteína purificada y renaturalizada. (B) Cromatograma de 
elución de 6His-PIP5KIβ en columna Superdex S-200. 
Volumen de elución (ml) respecto a la absorbancia en 
unidades arbitrarias (mUA). (C) TC e IB con anticuerpo 
anti PIP5KIβ de las fracciones 1 a 6 correspondientes al 
pico con volumen de elución 43 ml. Las flechas señalan la 
posición de 6His-PIP5KIβ. Se muestra un experimento 
representativo de 2. 
 
Las numerosas pruebas y condiciones 
ensayadas no mejoraron el rendimiento de la 
purificación de 6His-PIP5KIβ de forma 
significativa como para permitir la purificación a 
gran escala, por lo que concluimos que este 








0! 10! 20! 30! 40! 50! 60! 70! 80! 90! 100!
B!
43ml!











Sol  NU L1  L2   L3  L11   E1  E2   E3   E4  Res 0,5 0,25 0,12  !
BSA(µg)!
TC!
IB   PIP5KIβ!
Sol  NU L1  L2   L3  L11   E1  E2   E3   E4  Res  !
Purificación y replegamiento en columna  Sepharose-Ni2+  !
	   	   Resultados	  	  
	   101	  
4.2.2. Expresión y purificación de PIP5KIβ  como proteína de fusión a “Maltose Binding 
Protein” (MBP). 
La expresión de una proteína en fusión con una chaperona puede contribuir al correcto 
plegamiento y solubilidad de la misma. Tal es el caso de la “Maltose Binding Protein” (MBP) 
(Kapust and Waugh, 1999; Raran-Kurussi and Waugh, 2012), que además se emplea como 
“tag” para la purificación aprovechando su afinidad por la amilosa.  
Clonamos y expresamos la PIP5KIβ en el plásmido pMal-c5X en fusión con MBP en el 
N-terminal de PIP5KIβ y con un sitio de reconocimiento para el Factor Xa (F-Xa). Los lisados 
de los cultivos de E. coli BL21(DE3)TrxB transformados con pMal-c5X-PIP5KIβ mostraron la 
expresión de una proteína de 107 kDa, correspondiente a la proteína de fusión (MBP-PIP5KIβ), 
tras la inducción con IPTG (0,3 mM). MBP-PIP5KIβ se expresó a altos niveles, ~20 µg/ml de 
cultivo (Fig. 29A). El tiempo óptimo de inducción de MBP-PIP5KIβ fue 4 horas (Fig. 29B). 
Aproximadamente el 40% del total de MBP-PIP5KIβ permaneció en la fracción soluble (Fig. 
29C). Purificamos MBP-PIP5KIβ por cromatografía de afinidad con “Sepharose-Amilose” y 
obtuvimos 2,5 µg de proteína eluída/ml de cultivo (Fig. 29D). La proteína unida a la resina 
resultó ser activa en un ensayo de actividad quinasa, según se determinó por la presencia de 
banda radioactiva, con Rf correspondiente al PIP2, en cromatografía en capa fina (Fig. 29E). La 
digestión de MBP-PIP5KIβ unida a la resina con F-Xa, liberó dos proteínas: una de 60 kDa, 
identificada por huella peptídica mediante espectrometría de masas (MALDI-TOF) como 
GroEL, y otra de ~ 45 kDa que resultó ser MBP, identificada en IB (Fig. 29F). La PIP5KIβ no 
se detectó en la fracción soluble sino asociada a la resina (Fig. 29F). La eliminación del tag 
MBP hace que la PIP5KIβ se insolubilice, posiblemente al separarse del complejo donde está la 
chaperonina GroEL. 
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Figura 29. Expresión y purificación de MBP-PIP5KIβ . (A) Inducción de la expresión de MBP-PIP5KIβ en 
cultivos de E. coli con 0,3mM IPTG. (B) TC de las fracciones total y soluble de un cultivo inducido a 0,3mM IPTG 
durante 0, 1, 2 y 4 horas. (C) IB de las fracciones total y soluble de un cultivo inducido a 0,3mM IPTG y 4 h. (D) 
Purificación de la proteína MBP-PIP5KIβ con Sepharose-Amilose. TC de las fracciones indicadas. (E) Ensayo 
quinasa de MBP-PIP5KIβ. Cromatografía en capa fina de la reacción donde se muestra la señal radiactiva con Rf 
correspondiente al PIP2. Como controles negativos se usaron MBP, y el mutante catalíticamente inactivo HA-
PIP5KIβK138A. (F) Digestión de MBP-PIP5KIβ por (F-Xa). TC e IB con anti-PIP5KIβ y anti-MBP de las muestras 
antes (-) y después (+) de la digestión. Se muestra un experimento representativo de 3. 
 
La cristalización de proteínas en fusión con MBP ha sido descrita y MBP permite el 
correcto plegamiento de las mismas (Moon et al., 2010; Smyth et al., 2003). Decidimos 
cristalizar la proteína de fusión MBP-PIP5KIβ que mantiene su actividad enzimática lo que 
sugiere un adecuado plegamiento de la quinasa. La proteína purificada por cromatografía de 
afinidad con “Sepharose-Amilose” se eluyó con 100 mM maltosa, obteniéndose 2,5 µg/ml de 
cultivo. A continuación se purificó en una columna de exclusión molecular (Superdex S200) 
(Fig 30A). Observamos un pico de elución con un volumen de exclusión de 43 ml, que 
corresponde a proteínas de peso molecular > 600 kDa, y un segundo pico en 78,5 ml (Fig. 30A). 
No se observó pico en el volumen esperado para MBP-PIP5KIβ (67 ml). El análisis de las 
fracciones del pico de 43 ml, reveló dos bandas de pesos moleculares de 107 kDa y 60 kDa 
correspondientes a MBP-PIP5KIβ y GroEL, respectivamente (Fig. 30B). Al analizar el pico de 
78,5 ml se detectó una proteína de 42 kDa que se corresponde a MBP, co-purificada por 
afinidad y co-eluída con MBP-PIP5Kβ. La co-elución de MBP-PIP5KIβ y GroEL fuera del 
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límite de exclusión de la columna S200 sugiere la formación de un agregado ó de un multímero 
soluble de MBP-PIP5KIβ y la chaperonina GroEL, lo que imposibilita el uso de esta 
aproximación para la cristalización de PIP5KIβ.  
 
Figura 30. Purificación de MBP-PIP5KIβ  y los complejos MBP-PIP5KIβ /GST-PDZ1 y MBP-PIP5KIβ /GST-
PDZ2 . (A-B) Cromatografía de exclusión molecular en columna Superdex S-200 de la proteína MBP-PIP5KIβ. (A) 
Volumen de elución (ml) respecto a la absorbancia en unidades arbitrarias (mUA). Se indica el volumen del centro 
del pico en cada caso. (B) TC de las fracciones de los picos en (A). (C) Expresión de GST-PDZ1 y GST-PDZ2. (D, 
E) Purificación con resina “Glutathione-Sepharose” de los complejos MBP-PIP5KIβ/GST-PDZ1 y MBP-
PIP5KIβ/GST-PDZ2 en proporción molar 4:1(D) y 10:1(E). En cada caso se muestra TC de las fracciones indicadas 
en un experimento representativo de 3. 
 
La interacción entre proteínas puede estabilizar conformaciones más solubles y/o 
prevenir su agregación, ocultando regiones propensas a interactuar entre sí (Sennhauser and 
Grutter, 2008). Decidimos co-purificar MBP-PIP5KIβ formando complejo con el dominio 
PDZ1 o PDZ2 de EBP50. Indujimos la expresión de GST-PDZ1 y GST-PDZ2 en E. coli 
BL21(DE3)TrxB con IPTG 0,3 mM durante 3 horas. Los lisados bacterianos mostraron GST-
PDZ1 y GST-PDZ2 (35 kDa) a ~20 µg/ml cultivo solo en cultivos inducidos (Fig. 30C). La 
fracciones solubles de cultivos independientes de MBP-PIP5KIβ, GST-PDZ1 y GST-PDZ2 se 
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purificaron mediante cromatografía de afinidad con la resina “Glutathione-Sepharose” (Fig. 
30D). Obtuvimos ~125 ng/ml de cultivo de cada complejo lo que representa un rendimiento de 
0,625%. Este bajo rendimiento, que impidió escalar la purificación, no mejoró al aumentar la 
proporción molar de MBP-PIP5KIβ/GST-PDZ1 o GST-PDZ2, hasta 10:1, ni el tiempo de 
interacción hasta 8 horas (Fig. 30E); descartamos por tanto esta aproximación como 
herramienta para la purificación de PIP5KIβ. 
 
4.2.3. Expresión y purificación de PIP5KIβ  en Baculovirus. 
Ya que la producción de PIP5KIβ en E. coli no nos permitía abordar la purificación de 
miligramos de proteína necesaria para la cristalización, decidimos utilizar el sistema de 
Baculovirus para la expresión de la proteína en células de ovario de insecto. 
Se clonó el gen de la PIP5KIβ en el vector pAcHLT-C y se co-transfectaron las células 
Sf9 con el ADN viral y el pAcHTL-C-PIP5KIβ; por recombinación se obtuvo el virus infectivo 





















Figura 31. Expresión y purificación de 6His-PIP5KIβ  en células Sf9 y High-Five. (A) IB con anti-PIP5KIβ y 
anti-tubulina de lisados de células Sf9 infectadas con Baculovirus recombinante a MOI 0,1 y diferentes tiempos post-
infección (p.i.). (B) Efecto de detergentes en la solubilidad de 6His-PIP5KIβ expresada en Sf9. IB anti-PIP5KIβ de 
las fracciones soluble e insoluble de lisados de cultivos a 48 h p.i. (C) Determinación de la condición de lisis óptima 
de Sf9-6His-PIP5KIβ. IB anti-PIP5KIβ de la fracción soluble a 48 h p.i. (D) Purificación por cromatografía de 
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TC. (E) IB con anti-PIP5KIβ de las fracciones soluble (Sol) e insoluble (Insol), de células High-Five infectadas a 
MOI 0,1 durante 24, 48, 72 y 96 horas. (F) Como en (E) pero infectando las células a diferentes MOI durante 48 
horas. En cada caso se muestra un experimento representativo de un mínimo de 3.  
 
Analizamos la expresión de 6His-PIP5KIβ en lisados de células Sf9 infectadas con 
índice de multiplicidad de infección (MOI) de 0,1 a las 48, 72 y 96 h posteriores a la infección 
(p.i.). Los IB con anticuerpo anti-PIP5KIβ mostraron una banda de 65 kDa correspondiente a 
6His-PIP5KIβ (Fig. 31A) con un máximo a las 72 horas p.i., tiempo a partir del cual comenzó a 
disminuir. La cantidad de proteína total disminuyó en la misma proporción, según se verificó al 
revelar los extractos con un anticuerpo anti-tubulina (Fig. 31A). Esto se debe a un incremento 
de la muerte celular a partir de las 72 h p.i., lo que sugería una posible toxicidad de la proteína 
6His-PIP5KIβ en las células Sf9 y nos obligó a trabajar a 48 h p.i. Se obtuvieron 4 µg de 6His-
PIP5KIβ/106 células Sf9. 
Ensayamos el efecto de los detergentes TX-100 1% y NP-40 0,1% en el tampón de lisis; 
al usar NP-40 0,1% recuperamos la mayor cantidad de proteína soluble (~20%) (Fig. 31B). 
Variamos también la fuerza iónica y la concentración del NP-40. Escogimos el tampón 50 mM 
Tris, pH 8, 500 mM NaCl, NP-40 0,1% al ser la condición que permitió recuperar una mayor 
cantidad de proteína soluble (5,5 µg de proteína/106 células Sf9) con la menor concentración de 
detergente (Fig. 31C). La proteína se purificó por afinidad obteniendo un rendimiento de 
aproximadamente 13,5 µg/107 células (Fig. 31D).  
La infección de células Sf9 a gran escala requiere un stock viral de baculovirus con alto 
título (>108 pfu/ml). La expresión de la proteína GFP por el baculovirus nos permitió determinar 
el título por citometría de flujo a 24-36h p.i. (Gueret et al., 2002) que resultó de 105 pfu/ml. Sin 
embargo, tras dos rondas sucesivas de amplificación viral y de usar diferentes MOI y tiempos, 
obtuvimos un título ≤1,5 x106 pfu/ml. Este resultado refuerza la idea de que PIP5KIβ es tóxica 
en Sf9 y afecta la formación de partículas virales. Los intentos de amplificación, utilizando 
células Sf9 en suspensión arrojaron resultados similares, con títulos de 106 pfu/ml y muerte 
celular a las 72 h p.i. El bajo título viral nos obligó a trabajar a MOIs ≤ 0,1; no logramos 
incrementar el rendimiento de proteína soluble purificada, lo cual hizo inviable el escalado.  
Como alternativa a Sf9 usamos la línea celular High-Five de ovario de Trichopulsia ni, 
descrita como buena productora de proteínas intracelulares (Hu, 2005; Palmberger et al., 2011). 
Verificamos por IB la expresión de la proteína soluble a diferentes tiempos p.i. (MOI 0,1) (Fig. 
31E). El rendimiento de la producción de 6His-PIP5KIβ no mejoró con respecto a las células 
Sf9. También observamos muerte celular a las 72 horas p.i. y no logramos incrementar la 
expresión de proteína soluble a 48h p.i. y diferentes MOI (Fig. 31F). El probable efecto tóxico 
que tiene la sobreexpresión de la quinasa en estas células impide el uso del sistema de 
baculovirus para la producción masiva de PIP5KIβ. 
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4.3. Identificación de nuevas proteínas de interacción con PIP5KIβ . 
Decidimos profundizar en la función de PIP5Kβ mediante la identificación de 
nuevas proteínas que interaccionaran con la misma. 
 
4.3.1. Búsqueda de proteínas de interacción con PIP5KIβ  con el sistema de levadura de 
“Doble Híbrido”. 
Realizamos un estudio de dobles híbridos en levadura empleando el sistema 
“Matchmaker Yeast Two-Hybrid System” (Clontech). La proteína PIP5Kβ completa y el 
mutante que carece de los últimos 83 aminoácidos de la región C-terminal (PIP5KIβΔ456) se 
emplearon como “cebo”. Clonamos PIP5KIβ y PIP5KIβΔ456 en el plásmido PGBKT-7 como 
proteínas de fusión al dominio de unión a ADN del factor de transcripción GAL4 (PIP5KIβ-
GAL4BD y PIP5KIβΔ456-GAL4BD), y se expresaron en la cepa de levadura Y2HGold. El IB 
con un anticuerpo anti-PIP5KIβ mostró la presencia de dos bandas de 87 kDa y 77 kDa 
correspondientes a PIP5KIβ-GAL4BD y PIP5KIβΔ456-GAL4BD respectivamente (Fig. 32A). 
La expresión del mutante PIP5KIβΔ456 afectó al crecimiento de Y2HGold en comparación con 
PIP5KIβ. En medio rico, el tiempo de duplicación de las levaduras que expresaban 
PIP5KIβΔ456 fue de 3,5 horas frente a 2,5 horas de las que expresaban PIP5KIβ y el 
crecimiento en medios mínimos fue escaso (Fig. 32B y C). El fenotipo del mutante se asemeja 
al descrito para el mutante de la quinasa MSS4 y podría reflejar el papel de PIP5KIβ en la 
reorganización de actina durante la gemación de levaduras y la generación de células hijas 
“defectuosas” (Desrivieres et al., 1998). Estos resultados muestran el papel relevante de 
PIP5KIβ pero nos impidió utilizar el mutante PIP5KIβΔ456 en la búsqueda de nuevas proteínas 
de interacción.  
 
Figura 32. Expresión de PIP5KIβ  y PIP5KIβΔ456 en levadura. (A) IB de extractos de Y2HGold que 
sobreexpresan PIP5KIβ y PIP5KIβΔ456 (B) Curva de crecimiento en medio rico YPDA de Y2HGold que 
sobreexpresan PIP5KIβ y PIP5KIβΔ456. (C) Crecimiento de colonias de PIP5KIβ y PIP5KIβΔ456 en medio mínimo 
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Generamos una genoteca a partir del ADNc de células HL60 diferenciadas a neutrófilos 
(dHL60) que co-transformamos con el plásmido PGADT7-rec en la cepa de levadura Y187 (Fig. 
33A). Obtuvimos una genoteca con 4 x 106 clones individuales y una densidad celular de 1 x 109 
cfu/ml (Fig. 33A). Enfrentamos PIP5KIβ-GAL4BD con la genoteca y tras una selección en 
medio restrictivo (DDO/Aba100), obtuvimos 182 colonias, que re-seleccionamos en medios 
más restrictivos (QDO, QDO/Aba100), obteniendo 44. Seleccionamos 13 clones con inserto 
aparentemente > 400 pb y tras la secuenciación observamos que 5 contenían los 
oligonucleótidos empleados en la preparación del ADNc (clones 88, 118, 171, 175 y 182), 5 
tenían inserto > 100 pb y < 200 pb) (clones 25, 31, 64, 80 y 173) y 3 resultaron tener insertos > 
400pb) (clones 12, 123 y 180), la secuencia del 123 y 180 fue idéntica y los insertos del 64 y 80 
no se traducen (Tabla 9). Finalmente tuvimos 5 clones (12, 25, 31, 123 y 173) con inserto 
codificante para fragmentos de proteínas, identificadas con el programa BLAST (Tabla 9). 
 
Figura 33. 
Construcción de la 
genoteca en la cepa de 
levaduras Y187 a 
partir del ADNc de 
células dHL60 y 
validación de las 
posibles interacciones 
detectadas. (A) 
Esquema de la 
preparación de la 
genoteca por co-
transfección del ADNc 
y el plásmido PGADT7-
rec. (B) Interacción 
entre PIP5KIβ y los 5 
clones con inserto 
codificante. Crecimiento 
de colonias co-
transformadas en medios restrictivos (DDO/A100, DDO/A125 y QDO/X/A100). (C) Validación del sistema para la 
detección de proteínas de interacción con PIP5KIβ. Crecimiento de colonias en medios restrictivos de las co-
transformaciones con pGBKT7-PIP5KIβ/pGADT7-EBP50 y pGBKT7-C83/pGADT7-EBP50. 
MW c(+) cDNA  !
A!
Transformación de levaduras (Y187) y 
recombinación in vivo. !
Esquema adaptado de “Matchmaker Yeast Two Hybrid System, Clontech”.!
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Tabla. 9. Clones seleccionados por interacción con PIP5KIβ . 
 
El plásmido de los 5 clones 
que presentaban inserto codificante 
se cotransformó con el plásmido 
PGBKT7-PIP5KIβ para validar la 
posible interacción. En ningún caso 
obtuvimos colonias positivas (Fig. 
33B). La imposibilidad de detectar 
interacción podría deberse a la 
incapacidad del sistema para 
detectar interacciones de la PIP5KIβ 
con otras proteínas en levaduras. 
Validamos el sistema con la 
interacción ya descrita del extremo 
C-terminal de PIP5KIβ con EBP50 
(Lacalle et al., 2007; Mañes et al., 
2010). Co-transformamos la cepa 
Y2HGold con el plásmido pGBKT7 conteniendo los últimos 83 aminoácidos de PIP5KIβ 
(PGBKT7-C83) y pGADT7-EBP50. Se obtuvieron 280, 263 y 208 colonias en los medios 
DDO/A100, QDO/X y QDO/X/A100, respectivamente. Cuando co-transformamos pGBKT7-
PIP5KIβ y pGADT7-EBP50 no obtuvimos colonias en ninguno de los medios de selección (Fig. 
33C). Este resultado nos indica que, en levadura, la PIP5KIβ completa sufre posiblemente un 
plegamiento inadecuado. Estos resultados cuestionan la validez del sistema de dobles híbridos 
para detectar interacciones con PIP5KIβ.  
 
4.3.2. Búsqueda de proteínas de interacción con PIP5KIβ  mediante el sistema de 
purificación con “doble tag en tandem”. 
Como alternativa al sistema de doble híbrido, utilizamos el sistema de purificación con 
“doble tag en Tandem” (“TAP-Tagging”) (Rigaut et al., 1999; Tsai and Carstens, 2006). En este 
sistema la proteína de interés se clona como proteína de fusión a dos “tags” y se introduce en 
células de mamífero. La presencia del doble “tag” permite la purificación secuencial, mediante 
dos columnas de afinidad, con una alta especificidad.  
Empleamos el vector pCAGGS-TAP, que contiene un dominio de Proteína A, repetido 
dos veces, un sitio de corte para la proteasa del Virus del Mosaico del Tabaco (TEV) y un 
dominio de la Proteína de Unión a Calmodulina (CBP). Realizamos dos construcciones: TAP-
PIP5KIβ y PIP5KIβ-TAP. La construcciones se expresaron en células HEK-293T estimuladas o 
Clon Inserto (pb) PROTEINA 
12 483 Proteína no caracterizada. 
LOC102724549 
25 103 quinasa TAO1 
31 108 IQGAP 1 
IQGAP 2 
64 137 Inserto no Codificante 
80 90 Inserto no Codificante 
88  Oligonucleótidos --- 
118  Oligonucleótidos --- 
123 598 
Proteína Asociada a 
Remodelación 
de Matriz 7 (isof. 1,2,3). 
171 Oligonucleótidos --- 
173 112 Nucleolar Protein 40 kDa. 
175 Oligonucleótidos --- 
180 598 
Proteína Asociada a 
Remodelación 
de Matriz 7 (isof. 1,2,3). 
182 Oligonucleótidos --- 
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no con ácido lisofosfatídico (LPA), factor mitogénico que promueve la migración a través de la 
activación de la vía Rho-Rho quinasa (Harrison et al., 2013). El proceso de purificación se 
muestra en la Fig. 34.  
Las proteínas en la fracción final eluída se identifican por huella péptidica mediante 
nano-HPLC-ESI-MS/MS usando un espectrómetro de masas de alta resolución Triple-TOF. 
Utilizamos como motor de búsqueda el programa Mascot v.2.3.02 (Hirosawa et al., 1993) y 
como base de datos UniProt/SwissProt (humano). Se consideran como identificaciones fiables 
aquellas con una “tasa de falsos positivos” (FDR)<1% a nivel de péptido y una “puntuación de 
correlación o similitud” (“score”) del programa  Mascot ≥35-45. 
 
Figura 34. Purificación de 
TAP-PIP5KIβ  y PIP5KIβ-
TAP. Análisis de las 
fracciones del proceso de 
purificación por IB con 
anticuerpo anti-CBP. Extracto 
(Ext), nUIgG (proteína que no se une a IgG), UIgG (proteína unida a resina IgG), EluTEV (proteína eluída de IgG 
por corte con TEV), UIgGTEV (proteína unida a resina de IgG tras corte con TEV), nUCa (proteína no unida a resina 
de Calmodulina), UCa (proteína unida a Calmodulina), nE(proteína unida a resina de Calmodulina después de eluir) 
y E (proteína eluída). 
 
La estimulación con LPA aumentó al doble el número de proteínas que interaccionaban 
con TAP-PIP5KIβ; sin embargo, detectamos similar número de interactuantes con o sin 
estímulo para PIP5KIβ-TAP. Este resultado sugiere una menor disponibilidad de PIP5KIβ-TAP 
a la interacción con otras proteínas. Analizamos todos los posibles interactuantes de TAP-
PIP5KIβ y descartamos las proteínas que no guardan relación con los procesos de polarización 
y migración de leucocitos. El sistema identificó PIP5KIβ con una elevada fidelidad (“score” 
>1800). Las isoformas PIP5KIα (“score” >200) y PIP5KIγ (“score” >75) se detectaron como 
posibles interactuantes de TAP-PIP5KIβ. Este resultado sugiere la formación de heterodímeros 
con α y γ en células HEK-293T. Ezrina, proteína que interacciona con PIP5KIβ en células 
dHL60 (Lacalle et al., 2007) también se identificó como interactuante de TAP-PIP5KIβ (score 
30), solamente tras la estímulación. La proteína  “Myosin Light Chain Kinase 2” (MYLK2) 
(“score” 140) podría interaccionar con Ca2+-Calmodulina (Wilson, 1992), lo que cuestiona su 
interacción con PIP5KIβ. Las proteínas ASAP2 y MRCKγ fueron identificadas sólo en 
respuesta a estimulación con LPA y participan en la reorganización del citoesqueleto durante la 
migración celular. A pesar de que estas proteínas no cumplen estrictamente el criterio de FDR < 
1%, tienen buenos “score” de identificación a nivel de péptido (44 para MRCKγ en TAP-
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dominio de homología a pleckstrina (PH) que permitiría su interacción con fosfolípidos como el 
PIP2 (Hashimoto et al., 2004; Kondo et al., 2000; Ng et al., 2004; Unbekandt and Olson, 2014). 
 
4.3.3. Análisis de la interacciones PIP5KIβ /MRCKγ  y PIP5KIβ /ASAP2. 
	  	  
4.3.3.1. PIP5KIβ/MRCKγ. 
Para validar las interacciones de PIP5KIβ con MRCKγ realizamos ensayos de co-
inmunoprecipitación (co-IP) en células HEK-293T co-transfectadas con HA-MRCKγ y 
EGFP-PIP5KIβ, estimuladas o no con LPA. Empleamos como control de 
inmunoprecipitación inespecífica los extractos de los transfectantes simples. No 
observamos co-inmunoprecipitación entre HA-MRCKγ y EGFP-PIP5KIβ, al 
inmunoprecipitar con anti-HA ó anti-GFP independientemente de la estimulación con 
LPA (Fig. 35), por lo que esta interacción no pudo validarse. Los anticuerpos comerciales 
anti-MRCKγ de los que disponíamos no reconocen la proteína endógena ni en IB ni en IP, 
por lo que no pudimos validar la formación del complejo endógeno MRCKγ/PIP5KIβ en 











Figura 35. EGFP-PIP5KI?  y HA-MRCK?  no co-inmunoprecipitan en extractos celulares HEK-293T 
estimuladas o no con LPA. Inmunoprecipitación (IP) de extractos de HEK-293T que co-expresan HA-




Para validar la posible interacción de PIP5KIβ con ASAP2, usamos células HEK-
293T que co-expresan EGFP-ASAP2 y HA-PIP5KIβ. Observamos que EGFP-ASAP2 y 
HA-PIP5KIβ co-precipitan en extractos de células HEK-293T, utilizando tanto 
anticuerpos anti-HA como anti-GFP (Fig. 36A y B). ASAP2 interaccionó con PIP5KIβ 
en presencia y ausencia de estímulo,  sugiriendo que dicha unión ocurre de forma 
constitutiva. 
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Figura 36. HA-PIP5KIβ  y GFP-ASAP2 co-inmunoprecipitan. (A) IP con anticuerpo anti-HA de extractos 
HEK-293T que co-expresan HA-PIP5KIβ y GFP-ASAP2, estimuladas o no con LPA. (B) IP con anticuerpo 
anti-GFP de los extractos de (A). En ambos casos los IB se revelaron con anti-HA y anti-GFP. Como control 
de  inmunoprecipitación inespecífica se usan extractos de HEK-293T que expresan una de las dos proteínas. 
(C) Co-IP de PIP5KIβ con ASAP2 endógena en HEK-293T. Cantidades iguales de extractos de HEK-293T 
estimuladas con LPA se inmunoprecipitaron con anti-ASAP2, los IB se revelaron con anti-PIP5KIβ; se indica 
el control de inmunoprecipitación inespecífica (IgG).  
  
Analizamos la interacción de las proteínas ASAP2 y PIP5KIβ endógenas en 
células HEK-293T estimuladas con LPA. La inmunoprecipitación de ASAP2 reveló la 
presencia de una banda de 65 kDa, correspondiente a PIP5KIβ (Fig. 36C). En conjunto, 
estos resultados identifican ASAP2 como una nueva proteína de interacción de PIP5KIβ; 
ASAP2 es una proteína con actividad GAP para las GTPasas de la familia “ADP-
Ribosilation Factor“ (ARF) (Hashimoto et al., 2004; Uchida et al., 2001) lo cual sugiere 
una unión funcional entre esta quinasa lipídica y la vía de ARF. 
 
4.3.3.3. Identificación de la región de interacción de PIP5KIβ  con ASAP2.  
Para determinar la región de PIP5KIβ implicada en la interacción con ASAP2 
realizamos experimentos de co-IP con EGFP-ASAP2 y los mutantes HA-PIP5KIβΔ232, 
HA-PIP5KIβΔ318, HA-PIP5KIβΔ34-110, HA-PIP5KIβΔ1-110 y HA-PIP5KIβΔ456 
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Figura 37. Identificación de la región de PIP5KIβ  implicada en la interacción con ASAP2. (A) 
Esquema de los mutantes de delección de PIP5KIβ . (B) Expresión de los mutantes de delección de HA-
PIP5KIβ en HEK-293T. Extractos de HEK-293T transfectadas con cada mutante y estimuladas con LPA. IB 
anti-HA y anti-tubulina. (C) Inmunoprecipitados, con anti-GFP, de extractos de HEK-293T co-transfectadas 
con los plásmidos de los mutantes de delección de HA-PIP5KIβ y el EGFP-ASAP2 ó transfectadas solamente 
con los mutantes, y estimuladas en ambos casos con LPA. Se muestran los IB de las IP anti-GFP, así como de 
los extractos de HEK-293T empleados en las IP revelados con anti-HA y anti-GFP. Se señala la posición de 
las bandas de los mutantes co-inmunoprecipitados con EGFP-ASAP2.  
 
Observamos co-precipitación de EGFP-ASAP2 con los mutantes HA-
PIP5KIβΔ34-110, HA-PIP5KIβΔ318 y HA-PIP5KIβΔ456, sugiriendo que la región de 
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4.4. Estudio funcional de la homo y heterodimerización de PIP5KIβ .	  
La identificación de PIP5KIα y Iγ mediante el sistema “Tap-Tagging” como posibles 
interactuantes de PIP5KIβ sugirió la formación de heterodímeros β/α y β/γ en células HEK-
293T. Decidimos estudiar la posibilidad de formación de homo y heterodímeros de PIP5KIβ.  
 
4.4.1 Homo y heterodimerización de PIP5KIβ . 
Para comprobar si PIP5KIβ forma dímeros, inmunoprecipitamos extractos de células 
HEK-293T que sobre-expresaban PIP5KIβ con dos tags diferentes (HA y flag), con anticuerpos 
para cada uno de los tags. Los extractos de los transfectantes simples los empleamos como 
control de inmunoprecipitación inespecífica. En extractos que co-expresan ambas proteínas, la 
inmunoprecipitación con anti-flag o anti-HA indujo la co-IP de HA-PIP5KIβ o flag-PIP5KIβ, 
respectivamente (Fig. 38A), lo cual sugiere la homodimerización de PIP5KIβ. También 
realizamos un ensayo ELISA tipo sándwich (Fig. 38B) consistente en atrapar HA-PIP5KIβ con 
un anticuerpo anti-HA y añadir extractos de células que sobreexpresan flag-PIP5KIβ en la fase 
soluble;  la unión HA-PIP5KIβ/flag-PIP5KIβ se detectó mediante un anticuerpo anti-flag. 
Observamos que flag-PIP5KIβ se une de manera específica a HA-PIP5KIβ y su unión es 
dependiente de la dosis de extracto empleada (Fig. 38B). Estos resultados indican la 
homodimerización de PIP5KIβ.  
Se llevaron a cabo el mismo tipo de experimentos para estudiar la posible 
heterodimerización de la PIP5KIβ y la PIP5KIγ_i2. HA-PIP5KIβ y PIP5KIγ_i2-flag co-
inmunoprecipitaron en extractos de células que sobrexpresan ambas isoformas (Fig. 38C), y  se 
observó un efecto dosis-
dependiente en la 
interacción entre HA-
PIP5KIβ y PIP5KIγ_i2-
flag  por el ensayo 
ELISA sándwich (Fig. 
38D), indicando la 
heterodimerización de 
estas dos isoformas de 
PIP5KI. 
 
Figura 38.  PIP5KIβ  
homodimeriza y forma 
heterodímeros con 
PIP5KIγ_i2. (A) IP con 
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PIP5KIβ. Las proteínas inmunoprecipitadas se revelaron por IB con anti-HA-HRP y anti-flag-HRP. (B) Detección de 
la homodimerización de PIP5KIβ mediante ELISA sándwich según esquema. Se representa valores de luminiscencia 
en UA en función del volumen de extracto [(media (m) ± error estándar de la media (ESM)]. (C) IP de extractos de 
HEK-293T transfectadas con HA-PIP5KIβ y/o PIP5KIγ_i2-flag y procesadas como en (A). (D) Detección de la 
heterodímeros de PIP5KIβ/γ_i2 mediante ELISA sándwich; los resultados se representan como en (B). (E) Pureza de 
las proteínas purificadas HA-PIP5KIβ y PIP5KIγ_i2-flag. Estimación por TC. IB con anticuerpos anti-HA y anti-flag 
confirman la identidad de las mismas. (F) IP con anti-HA y anti-flag de la mezcla de ambas proteínas purificadas. 
Las proteínas inmunoprecipitadas se revelaron por IB con los mismos anticuerpos.  
 
Determinamos si estas isoformas interaccionan de manera directa, para lo cual 
purificamos HA-PIP5KIβ y PIP5KIγ_i2-flag, sobre-expresadas en células HEK-293T por 
cromatografía de afinidad; la pureza de las muestras de HA-PIP5KIβ y PIP5KIγ_i2-flag fue de 
85% y 90%, respectivamente (Fig. 38E). Mezclamos cantidades iguales de ambas proteínas 
recombinantes e inmunoprecipitamos con los anticuerpos anti-HA y anti-flag; observamos co-
inmunoprecipitación en ambos casos (Fig. 38F). Estos resultados nos indican que PIP5KIβ y 
PIP5KIγ_i2 interaccionan de manera directa, sin necesidad de otro componente celular.  
El hecho de que PIP5KIα y PIP5KIγ, se detectaran como interactuantes de TAP-PIP5KIβ, 
indica que no solamente las sobreexpresadas, sino también las PIP5KI endógenas son capaces 
de dimerizar con PIP5KIβ. 
 
4.4.2. Formación de homo- y heterodímeros de PIP5KIβ  y PIP5KIγ_i2 en células. 
Estudiamos la homo y heterodimerización de las PIP5KI en células vivas mediante 
“Transferencia de Energía de Resonancia de Forster” (FRET). Generamos curvas de saturación 
de FRET empleando células HEK-293T co-transfectadas con cantidades constantes del dador 
CFP-PIP5KIβ o CFP-PIP5KI-γ_i2 y cantidades crecientes del aceptor YFP-PIP5KIβ o YFP-
PIP5KI-γ_i2. Obtuvimos FRET positivo para los homodímeros de PIP5KIβ (Fig. 39A) y de 
PIP5KIγ_i2 (Fig. 39B) así como para los heterodímeros CFP-PIP5KIβ/YFP-PIP5KIγ_i2 (Fig. 
39C). La señal de FRET máxima (FRETmax) fue diferente en los tres complejos 
(PIP5KIβ/PIP5KIβ, 0,648 ± 0,06; PIP5KIγ_i2/PIP5KIγ_i2, 0,947 ± 0,08; PIP5KIβ/PIP5KIγ_i2, 
1,069 ± 0,06). Los valores de FRET50 también difieren entre los complejos (PIP5KIβ/PIP5KIβ 
1,695 ± 0,39; PIP5KIγ_i2/PIP5KIγ_i2 3,656 ± 0,57; PIP5KIβ/PIP5KIγ_i2 5,801 ± 0,73). En 
este caso, como los interactuantes son diferentes, no podemos establecer comparaciones entre 
un complejo y otro. No hubo FRET usando las mezclas PIP5KIβ-CFP/YFP o PIP5KIγ_i2-
CFP/YFP (Fig. 39A y B), o mezclas de estas quinasas y VCAM1-YFP, que se localiza en 
membrana (no mostrado), lo cual indica que la dimerización entre las quinasas es específica.  
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Figura 39. Homo y 
heterodimerización de PIP5KIβ  en 
células vivas. Análisis de FRET de 
homodímeros de PIP5KIβ (A), de 
PIP5KIγ_i2 (B), y heterodímeros 
CFP-PIP5KIβ/YFP-PIP5KIγ_i2 (C). 
Curvas de saturación de FRET 
obtenidas en células HEK-293T co-
transfectadas con cantidades 
constantes de CFP-proteína y 
crecientes de YFP-proteína. Control 
negativo de FRET: CFP-
PIP5KIβ/YFP (A) y CFP-
PIP5KIγ_i2/YFP (B). (D) Análisis de 
FRET por “photobleaching del 
aceptor” de los homo y heterodímeros PIP5KIβ/β y PIP5KIβ/γ_i2 en células dHL60. Imágenes representativas antes 
(CFP-Pre, YFP-Pre) y después (CFP-Post, YFP-Post) del “photobleaching” e imágenes de FRET con escala en falso 
color. Las regiones sometidas a “photobleaching” se remarcan en blanco. PIP5KIβ/YFP se usó como control negativo. 
Se muestra el % de eficiencia de FRET (m ± ESM).  
 
Empleamos la extinción de la fluorescencia del fluorocromo aceptor (“photobleaching 
del aceptor”) para estudiar la localización de los homo y heterodímeros de PIP5KIβ en células 
dHL60 y confirmar los datos obtenidos de las curvas de saturación de FRET. Transfectamos 
células dHL60 con CFP-PIP5KIβ/YFP-PIP5KIβ o CFP-PIP5KIβ/YFP-PIP5KIγ_i2. Todas las 
determinaciones de FRET se realizaron con células que expresaban YFP/CFP en proporción 4:1. 
Las proteínas de fusión se localizaron en la superficie celular y detectamos FRET para los homo 
y heterodímeros de PIP5KIβ con valores de eficiencia similares (Fig. 39D). No observamos 
transferencia de energía en el control CFP-PIP5KIβ/YFP (Fig. 39D). PIP5KIβ y PIP5KIγ_I2 co-
localizan en el urópodo de células dHL60 polarizadas (Lacalle et al., 2007; Mañes et al., 2010); 
no pudimos determinar si los heterodímeros PIP5KIβ/γ_i2 se forman preferentemente en el 
urópodo ya que las medidas de FRET no eran precisas, bien por el bajo número de píxeles en 
esta región o por la saturación de la fluorescencia debido a acumulación de proteína. Estos 
resultados indican que PIP5KIβ y PIP5KIγ_i2 forman homo y heterodímeros en la membrana 
plasmática de las células dHL60.  
 
4.4.3. Efecto de la polimerización de actina en la formación de dímeros β /γ . 
Decidimos estudiar el papel del citoesqueleto de actina en la homo y heterodimerización 
de las PIP5KI. El tratamiento de células dHL60 o HEK-293T con latrunculina B (inhibidor de la 
polimerización de actina) no tuvo efecto sobre la asociación de PIP5KIβ o PIP5KIγ_i2 a la 

























































































































	   	   Resultados	  	  
	   116	  
la acumulación de las quinasas (Lacalle et al., 2007; Lokuta et al., 2007) y la polarización de las 
células dHL60 inducida por fMLP. Así mismo, apreciamos bandas de co-IP tanto con el 
anticuerpo anti-HA como con el anti-flag, solamente en extractos de células que co-expresan 
HA-PIP5KIβ y PIP5KIγ_i2-flag (Fig. 40B), lo que sugiere que la heterodimerización es 
intrínsica a estas quinasas y no depende de la agregación inducida por la reorganización del 
citoesqueleto actina.  
Figura 40. Efecto de 
latrunculina B en la 
localización celular y la 
dimerización de PIP5KIβ  y 
PIP5KIγ_i2. (A) Localización 
de EGFP-PIP5KIβ y EGFP-
PIP5KIγ_i2 por microscopía 
confocal en células dHL60 y 
HEK-293T tratadas con 
latrunculina B (10µM, 30min)  
y estimuladas (dHL60) con 
100nM fMLP. Barra, 10µm. 
(B) IP con anti-HA y anti-flag 
de extractos de células HEK-
293T, que sobrexpresan HA-
PIP5KIβ y/o flag-PIP5KIγ_i2 tratadas con DMSO o latrunculina B (10 µM, 30 min). Las proteínas 
inmunoprecipitadas se revelaron en IB con anti-HA-HRP y anti-flag-HRP.  
 
4.4.4. Modulación de la dimerización de PIP5KIβ  y PIP5KIγ_i2 por EBP50 y Talina. 
En la región C-terminal de PIP5KIβ y PIP5KIγ_i2 se localizan los motivos de 
interacción con EBP50 (Lacalle et al., 2007; Mañes et al., 2010) y con Talina (de Pereda et al., 
2005; Di Paolo et al., 2002; Ling et al., 2002), respectivamente. Decidimos estudiar si la 
expresión de EBP50 o Talina modulan la formación de los heterodímeros PIP5KIβ/γ_i2. La 
eficiencia de FRET depende de la orientación relativa y la distancia entre los pares de proteínas 
fluorescentes. Como resultado de su interacción con EBP50 o Talina, la disponibilidad para la 
interacción o la afinidad de estas isoformas de PIP5KI podría alterarse, lo cual podría provocar 
cambios en la señal de FRET.  
Transfectamos  células HEK-293T con HA, HA-EBP50 o HA-Talina, y con cantidades 
constantes del ADN de la proteína dadora (CFP-PIP5KIβ o CFP-PIP5KIγ_i2) y cantidades 
crecientes de la aceptora (YFP-PIP5KIβ o YFP-PIP5KIγ_i2). La sobreexpresión de HA-EBP50 
y HA-Talina fue constante y no provocó variación en la fluorescencia dadora/aceptora (Fig. 
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Figura 41. EBP50 y Talina no alteran la 
formación de los homo y heterodímeros 
PIP5KIβ /β  y PIP5KIβ /γ i_2. (A) 
Sobreexpresión de HA-Talina y (B) HA-EBP50 
en células HEK-293T co-transfectadas con CFP-
PIP5KIβ/YFP-PIP5KIγ_i2. Se indica la cantidad 
de los tres plásmidos empleados (µg). Los 
niveles de proteína sobreexpresada se analizaron 
mediante IB con anticuerpo anti-HA. Los filtros 
se revelaron con anti-tubulina para normalizar la 
cantidad de proteína cargada. En cada caso se 
muestran dos experimentos independientes. 
Curvas de saturación de FRET empleando 
células HEK-293T co-transfectadas con (C) 
CFP-PIP5KIβ, YFP-PIP5KIβ y HA (control) o 
HA-EBP50,  (D) CFP-PIP5KIγ_i2, YFP-
PIP5KIγ_i2 y HA (control) o HA-Talina, (E) 
CFP-PIP5KIβ, YFP-PIP5KIγ_i2 y HA o HA-
EBP50, (F) CFP-PIP5KIβ,  YFP-PIP5KIγ_i2 y 
HA o HA-Talina. Se muestran los valores de 
FRETmax y FRET50 (m ± ESM; n=5). 
 
 
Tabla 10. Fluorescencia de las proteínas dadoras CFP-PIP5KI (β  o γ_i2) y aceptoras YFP-PIP5KI (β  o γ_i2) 
en células co-transfectadas con HA, HA-EBP50 o HA-Talina  
 
 
UF: Unidades de Fluorescencia (m ± ESM).  
 
Los valores de FRET50 y FRETmax para los homodímeros PIP5KIβ/β y PIP5KIγ_i2/γ_i2 
así como para los heterodímeros PIP5KIβ/γ_i2 no fueron alterados significativamente por la 
expresión de EBP50 o Talina (Fig. 41C-F). Estos resultados indican que la sobreexpresión de 
Plásmidos 
CFP-PIP5KIβ  (2 
µg) UF YFP-PIP5KIβ  UF 
CFP-PIP5KIβ/ YFP-PIP5KIβ +HA 150,038±63,264 ~200,000-1,200,000 






CFP-PIP5KIγ_i2/ YFP-PIP5KIγ_i2  +HA 213,098±86,879 ~160,000-1,500,000 
CFP-PIP5KIγ_i2/ YFP-PIP5KIγ_i2  +HA-Talina 285,837±126,931 ~220,000-1,400,000 
 




CFP-PIP5KIβ/ YFP-PIP5KIγ_i2  +HA 112,218±68,714 ~100,000-1,400,000 
CFP-PIP5KIβ/ YFP-PIP5KIγ_i2  +HA-EBP50 146,207±77,498 ~100,000-1,500,000 
CFP-PIP5KIβ/ YFP-PIP5KIγ_i2  +HA-Talina 117,025±61,774 ~90,000-1,500,000 
C D
E F
HA  2.271±0.464   0.544±0.040
FRET50 FRETmax
HA-EBP50 2.682±0.535   0.599±0.048
HA  5.548±1.243   0.976±0.084
FRET50 FRETmax
HA-EBP50 5.818±1.278   1.053±0.109
HA  5.548±1.243   0.976±0.084
FRET50 FRETmax
HA-TALIN  6,587±2,184   1.066±0.185












HA  3.682±0.940   0.952±0.153
FRETmax
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estas proteínas no altera la afinidad aparente o el número de complejos entre PIP5KIβ y 
PIP5KIγ_i2. 
Empleamos la inmunoprecipitación para estudiar más en detalle el papel de la región C-
terminal en la heterodimerización de PIP5KIβ/γ_i2. Para ello co-expresamos PIP5KIγ_i2-flag 
con HA-PIPKIβΔ456, o HA-PIP5KIβ(-3)D/K, que no se une a dominios PDZ (Mañes et al., 2010). 
PIP5KIγ co-inmunoprecipitó con HA-PIP5KIβΔ456 (Fig. 42A) y con HA-PIP5KIβ(-3)D/K (Fig. 
42B) indicando que la región C-terminal de PIP5KIβ no está implicada en la formación del 
heterodímero PIP5KIβ/γ_i2.  
 
Figura 42. La 
dimerización es 
independiente de la 
región C-terminal de las 
PIP5KIβ . IP con 
anticuerpo anti-HA de 
extractos de HEK-293T 
que expresan, (A) 
PIP5KIγ_i2-flag sola o en 
co-expresión con HA-
PIP5KIβ o HA-
PIP5KIβΔ456 y (B) 
PIP5KIγ_i2-flag sola o en 
co-expresión con HA-PIP5KIβ o HA-PIP5KIβ(-3)D/K. Las proteínas inmunoprecipitadas en (A) y (B) se revelaron en 
IB con anti-HA y anti-flag. (C) IP con anticuerpo anti-flag de extractos de HEK-293T que expresan los mutantes 
PIP5KIγD235A-flag y PIP5KIγW642F-flag solos o en co-expresión con HA-PIP5KIβ. Los inmunoprecipitados se 
revelaron en IB con anti-HA y anti-flag. 
 
Experimentos de co-IP de PIP5KIβ con el mutante catalíticamente inactivo de 
PIP5KIγ_i2 (PIP5KIγD235A) o el mutante de esta quinasa que no une Talina (PIP5KIγW642F) 
mostraron que las proteínas co-inmunoprecipitan en ambos casos (Fig. 42C), lo que confirmó 
que la heterodimerización es independiente de la unión a Talina o la actividad de la PIP5KIγ.  
En conjunto estos resultados indican que la dimerización no está regulada por proteínas 
que interaccionan con el C-terminal de las PIP5KI y reafirman la idea de que es una 
característica intrínseca de estas proteínas. 
 
4.4.5. Identificación de la región de dimerización de PIP5KIβ . 
Con vistas a identificar el posible dominio de dimerización de PIP5KIβ, utilizamos 
algunos de los mutantes de delección de PIP5KIβ de los que disponíamos así como el mutante 
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homo y heterodímeros en células HEK-293T co-transfectadas con flag-PIP5KIβ o  PIP5KIγ_i2-
flag y los mutantes de HA-PIP5KIβ respectivamente. Encontramos que flag-PIP5KIβ y 
PIP5KIγ_i2-flag interaccionan con los mutantes HA-PIP5KIβΔ110, HA-PIP5KIβΔ232 y HA-
PIP5KIβΔ318 (Fig. 43B y C).  
Realizamos de forma complementaria, experimentos de “pulldown”. Al fusionar GST al 
mutante PIP5KIβΔ110, la proteína de fusión (GST-PIP5KIβΔ110) es insoluble en E. coli. Por 
esta razón generamos el mutante GST-PIP5KIβΔ152 que empleamos como cebo para detectar 
interacción con extractos de HEK-293T que expresaban los mutantes de delección de HA-
PIP5KIβ. Los ensayos mostraron que GST-PIP5KIβΔ152 interacciona con HA-PIP5KIβ, 
PIP5KIγ_i2-flag y con los mutantes HA-PIP5KIβΔ232, HA-PIP5KIβΔ318 y HA-PIP5KIβΔ456 
(Fig. 43D). Estos resultados sugieren que la información estructural suficiente para la homo y 
heterodimerización de PIP5KIβ se localiza en los primeros 110 aminoácidos de la región N-
terminal de PIP5KIβ. 
 
Figura 43. La región N-terminal de PIP5KIβ  es suficiente para la dimerización. (A) Esquema de la proteína HA-
PIP5KIβ y los mutantes HA-PIP5KIβΔ318, HA-PIP5KIβΔ232 y HA-PIP5KIβΔ110. (B, C) Co-IP con anti-flag de 
extractos celulares que co-expresan PIP5KIγ_i2-flag (B) o flag-PIP5KIβ (C) y los mutantes de delección de HA-
PIP5KIβ. La proteínas inmunoprecipitadas se revelaron en IB secuencialmente con anti-HA y anti-flag. (D) Ensayos 
de “pulldown” con GST, GST-PIP5KIβΔ152 y extractos de HEK-293T transfectadas con pcDNA3-HA, HA-
PIP5KIβ, HA-PIP5KIβΔ232, HA-PIP5KIβΔ318, HA-PIP5KIβΔ456 y PIP5KIγ_i2-flag. Las proteínas interactuantes 
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4.4.6. Identificación de los residuos de la región N-terminal claves en la dimerización de 
PIP5KIβ . 
La dimerización de las PIP4KII tiene lugar a través de una interfase de α-hélices y 
hebras-β en forma de cierre en la región N-terminal de estas proteínas (Burden et al., 1999; Rao 
et al., 1998). El alineamiento múltiple de la secuencia N-terminal de las PIP4KIIβ y las tres 
isoformas de PIP5KI humanas y murinas muestra que la región predicha como α-hélice se 
encuentra conservada en las PIP5KI, no así la lámina-β (Fig. 44A). El análisis estructural de 
PIP4KIIβ muestra que la interacción entre las láminas-β de cada cadena del dímero es muy 
fuerte, ya que la mayoría de los residuos que interaccionan con la otra molécula lo hacen a una 
distancia menor de 4Å; las interacciones entre las α-hélices involucran residuos voluminosos 
con carga positiva (Fig. 44B). El análisis de los modelos (http://www.proteinmodelportal.org) 
obtenidos para las tres isoformas de PIP5KIβ a partir de la estructura de PIP4KIIβ, muestra que 
se conserva la α-hélice en las PIP5KI y PIP4KIIβ; por el contrario la lámina-β implicada en la 
dimerización de PIP4KIIβ no estaría presente en PIP5KIβ. Sin embargo, la ausencia de la 
lámina-β en este análisis no implica que no haya dimerización, ya que ésta podría formarse 
después de la interacción de las regiones N-terminales. De hecho, las PIP5KI presentan una 
secuencia de aminoácidos 
aromáticos (F-L/F-P) en esta 
región que podrían 
“empaquetarse” tras la 
dimerización (Fig. 44A).  
 
Figura 44. Estructura de la región N-
terminal de las PIP4KIIβ  y PIP5KI 
humanas. (A) Alineamiento múltiple 
de secuencias de la región N-terminal 
de las PIP4KIIβ y PIP5KIα, -β, -γ, 
humanas y murinas. El fondo en negro 
indica residuos altamente conservados y 
en gris parcialmente conservados. En 
hPIP4KII se marcan las α-hélice (rojo) 
y las lámina-β (azul). Los triángulos 
indican los residuos mutados en PIP5KIβ. (B) Estructura de la región de interacción de los dímeros de hPIP4KIIβ. 
Los residuos implicados en la interacción de las α-hélices se muestran en rojo y en las interacciones de las láminas-β 
en azul. Las interacciones se consideraron a 4 Å.  
 
A ?-hélice Lámina-??
hPIP5KI?????26??? SSAIKGAIQLGIGYTVGNLTSKPERDVLMQDFYVVESVFLPSEGSNLTPAHHYPDFRFKTYAPLA  90
hPIP5KI??????76??????SSTLKGAIQLGIGYTVGHLSSKPERDVLMQDFYVMESIFFPSEGSNFTPAHHFQDFRFKTYAPVA 140
mPIP5KI????26??????SSAIKGAIQLGIGYTVGNLTSKPERDVLMQDFYVVESVFLPSEGSNLTPAHHYPDFRFKTYAPLA  90
mPIP5KI?????76  SSTLKGAIQLGIGYTVGNLSSKPERDVLMQDFYVMESIFFPSEGSNFTPAHHFQDFRFKTYAPVA 140
hPIP5KI???? 82  SSALKGAIQLGITHTVGSLSTKPERDVLMQDFYVVESIFFPSEGSNLTPAHHYNDFRFKTYAPVA 146
hPIP4KII????39??? SEPILSVLMWGVNHTINELSNVPVPVMLMPDDFKAYSK-IKVDNHLFNKENLPSRFKFKEYCPMV 102
mPIP4KII????39??? SEPILSVLMWGVNHTINELSNVPVPVMLMPDDFKAYSK-IKVDNHLFNKENLPSRFKFKEYCPMV 102
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Para analizar funcionalmente la implicación de estos motivos en la dimerización de 
PIP5KIβ mutamos L35, Y39 y N43, residuos claves en la formación de la α-hélice así como 
F64, L65 y P66 que estarían implicados en la conformación en lámina-β; reemplazamos todos 
estos residuos por alanina (A) a fin de evitar los contactos laterales entre las hélices o eliminar 
el empaquetamiento de los residuos aromáticos. Nombramos los triples mutantes PIP5KIβ-L 
(L35A/Y39A/N43A), PIP5KIβ-F (F64A/L65A/P66A) y el mutante séxtuple PIP5KIβ-LF 
(L35A/Y39A/N43A/F64A/L65A/P66A) (Fig. 45A). Generamos además los mutantes 
equivalentes en los que Y39 se reemplazó por P39 para impedir completamente la formación de 
la α-hélice: PIP5KIβ-LP (L35A/Y39P/N43A) y PIP5KIβ-LPF 
(L35A/Y39P/N43A/F64A/L
65A/P66A) (Fig. 45A). Los 
experimentos de co-IP y 
“pulldown” mostraron que 
estos mutantes conservan la 
capacidad de interacción 
con EBP50 (Fig. 45B), lo 
cual indica que las 
mutaciones tanto en la α-
hélice como en la posible 
lámina-β N-terminal no 
afectan el plegamiento 
general de la PIP5KIβ. 
 
Figura 45. Identificación de 
residuos claves en la 
dimerización de PIP5KIβ . (A) 
Secuencia de los mutantes N-
terminales de PIP5KIβ: PIP5KIβ-
L, PIP5Iβ-LP, PIP5KIβ-F, 
PIP5KIβ-LF y PIP5KIβ-LPF. Los 
residuos mutados se destacan en 
negrita (α-hélice en rojo y lámina-
β en azul). (B) Superior: IP con 
anti-EBP50 de extractos de HEK-
293T que sobrexpresan los 
mutantes de HA-PIP5KIβ. Los inmunoprecipitados se revelaron en IB con anti-HA y anti-EBP50. Inferior: 
“Pulldowns” con GST, GST-EBP50 y los mutantes de (A) sobrexpresados en HEK-293T. El IB se reveló con anti-
HA y anti-GST. (C) Dimerización de los mutantes N-terminales de PIP5KIβ determinada por ELISA sándwich según 
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100%=luminiscencia del dímero flag-PIP5KIβ/HA-PIP5KIβ. (D) Influencia de la mutación PIP5KIβ-LPF en la 
dimerización de PIP5KIβ determinada por ELISA competitivo según esquema. Se muestra % de dimerización (m ± 
ESM) vs cantidad de cada competidor.  100%=luminiscencia de flag-PIP5KIβ/HA-PIP5KIβ sin competidor. TC de 
las proteínas GST, GST-PIP5KIβΔ152 y GST-PIP5KIβΔ152LPF purificadas mediante cromatografía de afinidad y 
empleadas en ELISA competitivo.  
 
Para estudiar la capacidad de estos mutantes de formar dímeros con PIP5KIβ, 
realizamos un ELISA sándwich en el cual, extractos de los mutantes HA se incubaron en la 
placa recubierta con un anticuerpo anti-HA; añadimos extractos celulares de flag-PIP5KIβ y 
detectamos la formación de dímeros con un anticuerpo anti-flag. Utilizamos HA-PIP5KIβ unido 
a la fase sólida como control positivo de la dimerización. Todos los mutantes mostraron una 
disminución significativa de la unión a PIP5KIβ comparados con la PIP5KIβ nativa (Fig. 45C) 
lo cual sugiere que la α-hélice y la posible lámina-β son necesarias para la dimerización. No 
apreciamos grandes diferencias en la unión a PIP5KIβ entre los mutantes; esto indica que la 
destrucción de una u otra estructura en la región N-terminal de PIP5KIβ es suficiente para 
impedir la dimerización.  
Con el fin de confirmar la importancia de la región N-terminal en la formación de 
dímeros, diseñamos un ensayo ELISA competitivo en el que analizamos si la proteína con la 
mutación LPF, que presenta cambios en la α-hélice y la lámina-β, compite o no por la unión 
con la proteína silvestre. Así, extractos celulares que expresan HA-PIP5KIβ se preincubaron 
con cantidades variables de las proteínas purificadas GST-PIP5KIβΔ152 o GST-
PIP5KIβΔ152LPF, antes de su adición a la placa recubierta con anti-HA. Posteriormente se 
añadió extractos celulares flag-PIP5KIβ y la unión se determinó con un anticuerpo anti-flag. 
Empleamos GST como control. GST-PIP5KIβΔ152, pero no GST-PIP5KIβΔ152LPF, fue capaz 
de competir, de forma dosis-dependiente, con flag-PIP5KIβ en la formación de dímeros HA-
PIP5KIβ/flag-PIP5KIβ (Fig. 45D). Este resultado sugiere que el mutante PIP5KIβ1-152LPF 
pierde  la capacidad de interactuar con HA-PIP5KIβ y por tanto de competir por la unión a flag-
PIP5KIβ.  
En conjunto estos resultados indican que los residuos claves en la formación de la α-
hélice (L35, Y39 y N43) así como los implicados en la formación de la posible lámina-β (F64, 
L65 y P66) en la región N-terminal, juegan un papel muy importante en la dimerización de 
PIP5KIβ. 
 
4.4.7. Efectos de la dimerización en la localización subcelular de PIP5KIβ . 
Decidimos estudiar, mediante inmunofluorescencia, la localización subcelular de los 
mutantes PIP5KIβ-L, PIP5KIβ-F, PIP5KIβ-LF, PIP5KIβ-LP y PIP5KIβ-LPF en células dHL60. 
Se ha descrito que al sobre-expresar las PIP5KI se localizan en la membrana plasmática (van 
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den Bout and Divecha, 2009); por ello usamos PIP5KIγ_i2 sobreexpresada como marcador de 
esta estructura. HA-PIP5KIβ y el mutante HA-PIP5KIβ-L (α-hélice) co-localizan con 
PIP5KIγ_i2 en la membrana plasmática (Fig. 46A). El mutante PIP5KIβ-LP, en el cual la 
sustitución Y39P debe provocar una torsión en la α-hélice, se localiza fundamentalmente en el 
citosol. La alteración de la lámina-β (HA-PIP5KIβ-F) o la combinación de mutaciones en la α-
hélice y la lámina-β (mutantes HA-PIP5KIβ-LF y HA-PIP5KIβ-LPF) también provocó la 
localización de la quinasa en el citosol (Fig. 46A). Resultados similares se obtuvieron al 
expresar los mutantes en células HEK-293T (Fig. 46B) y sugieren que las mutaciones en la 
región de dimerización determinan la localización subcelular de la PIP5KIβ. 
 
Figura 46.  El dominio de dimerización 
controla la localización subcelular de PIP5KIβ  
pero no su unión a monocapas lipídicas.  
Localización de los mutantes N-terminales de 
HA-PIP5KIβ en células dHL60 (A) y HEK293T 
(B). Los mutantes N-terminales de HA-PIP5KIβ  
se marcaron con anticuerpos anti-HA y anti-IgG-
Cy5  (azul) (A) o -Cy3 (rojo) (B). EGFP-
PIP5KIγ_i2 se localiza en verde en ambos 
paneles. Las imágenes muestran, en cada caso, 
los canales azul (A), rojo (B), verde (A y B) y la 
superposición;  son representativas de 30 células 
para cada mutante, n=3. Barra, 10 µm. (C) 
Propiedades surfactantes de PIP5KIβ y el 
mutante PIP5KIβ-LPF en la interfase aire-agua. 
La gráfica muestra el cambio en la presión lateral 
en función de la concentración de proteína. En 
cada caso se muestran los valores de presión de 
saturación (πs mN/m) (m ± ESM; n=3). (D) 
Cambios en la presión superficial de las 
monocapas lipídicas, por la inserción de PIP5KIβ 
y PIP5KIβ-LPF, en función de la presión 
superficial inicial. Se muestran los valores de 
presión crítica (πc mN/m) (m ± ESM; n=3) para cada monocapa. 
 
Ya que las mutaciones en la región N-terminal deslocalizan la PIP5KIβ de la membrana, 
nos propusimos analizar si la interacción de la quinasa con lípidos de la membrana plasmática 
estaba alterada. Utilizamos las medidas de presión superficial en una balanza de Langmuir para 
comparar la interacción de las proteínas purificadas PIP5KIβ y PIP5KIβ-LPF con monocapas 
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proteína nativa como el mutante se insertan en la interfase aire-agua, con valores de presión y 
concentración de saturación de 17,25 y 18,01 mN/m y 12,5 y 9 nM para PIP5KIβ y PIP5KIβ-
LPF, respectivamente (Fig. 46C). Las escasas diferencias en los valores entre el mutante y la 
proteína nativa sugieren que las propiedades surfactantes no se afectan con las mutaciones. 
Determinamos además la concentración de proteína saturante para trabajar en los ensayos de 
unión a monocapa. Para estudiar el efecto de las mutaciones en la interacción de la PIP5KIβ con 
lípidos empleamos monocapas de fosfatidilcolina (ePC), PI4P (sustrato de PIP5KIβ) y dioleil 
ácido fosfatídico (DOPA), un activador de la PIP5KIβ. Utilizamos 4 monocapas, ePC, 
ePC:PI4P (95:5), ePC:DOPA (95:5) y ePC:PI4P:DOPA (90:5:5); inyectamos las proteínas 
PIP5KIβ y PIP5KIβ-LPF a 19,11 nM y 15,94 nM, respectivamente. Los cambios en la presión 
lateral mostraron que ambas proteínas se insertan igual en todas las monocapas con valores de 
presión crítica ~26 mN/m (Fig. 46D). Este resultado indica que PIP5KIβ y el mutante poseen 
propiedades tensoactivas semejantes. Por tanto la mutación LPF, aparentemente, no afecta la 
capacidad intrínseca de la PIP5KIβ de interactuar con monocapas lipídicas o, probablemente, 
con membranas de pequeña curvatura.  
 
4.4.8 Efecto de la dimerización sobre la actividad quinasa de PIP5KIβ . 
Para determinar si las mutaciones en el motivo de dimerización de PIP5KIβ afectan la 
actividad de la enzima, medimos la actividad quinasa de inmunoprecipitados de células HEK-
293T que sobrexpresan los mutantes PIP5KIβ-L, PIP5KIβ-F, PIP5KIβ-LP, PIP5KIβ-LF o 
PIP5KIβ-LPF. Solamente la enzima nativa y el mutante PIP5KIβ-L generaron el producto de la 
reacción de fosforilación de PI4P, el PIP2 (Fig. 47A). Empleamos el mutante catalíticamente 
inactivo PIP5KIβK138A como control negativo del ensayo quinasa.  
Figura 47. El dominio de dimerización 
controla la actividad quinasa de 
PIP5KIβ . (A) Actividad quinasa in vitro de 
los mutantes N-terminales de HA-PIP5KIβ 
inmunoprecipitados de células HEK-293T, 
empleando PI4P como sustrato y [γ-
32P]ATP radioactivo. TLC del producto de 
la actividad de cada mutante y su 
densitometría en unidades relativas (UR). 
IB de los niveles de HA-proteína en las IP. 
(B y C) Titulación de la actividad quinasa 
de PIP5KIβ, PIP5KIβ-L y PIP5KIβ-LPF 
purificadas por cromatografía de afinidad 
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valores correspondientes de densitometría (UR). Se representa la actividad quinasa (en cpm) en función de la 
cantidad de proteína.  
 
Titulamos la actividad quinasa de las proteínas PIP5KIβ, PIP5KIβ-L y PIP5KIβ-LPF 
purificadas. La actividad del mutante PIP5KIβ-L disminuyó 5 veces con relación a la de 
PIP5KIβ, mientras que el mutante PIP5KIβ-LPF presentó solamente actividad residual, ~2 
órdenes de magnitud inferior a la enzima nativa (Fig. 47B y C). Estos resultados muestran una 
correlación entre las modificaciones en el motivo de dimerización y la actividad quinasa; leves 
alteraciones en la α-hélice (PIP5KIβ-L) tienen modestos efectos en la actividad quinasa, 
mientras que modificaciones drásticas en la estructura del dominio de dimerización (PIP5KIβ-
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Type I phosphatidylinositol 4-phosphate 5-kinase homo-
and heterodimerization determines its membrane
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ABSTRACT Type I phosphatidylinositol 4-phosphate 5-
kinases (PIP5KIs; a, b, and g) are a family of isoenzymes
that produce phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate [PI
(4,5)P2] using phosphatidylinositol 4-phosphate as sub-
strate. Their structural homology with the class II lipid
kinases [type II phosphatidylinositol 5-phosphate 4-kinase
(PIP4KII)] suggests that PIP5KI dimerizes, although this
has not been formally demonstrated. Neither the hypo-
thetical structural dimerization determinants nor the
functional consequences of dimerization have been stud-
ied. Here, we used Fo¨rster resonance energy transfer,
coprecipitation, and ELISA to show that PIP5KIb forms
homo- and heterodimers with PIP5KIg_i2 in vitro and in
live human cells. Dimerization appears to be a general
phenomenon for PIP5KI isoenzymes because PIP5KIb/
PIP5KIa heterodimers were also detected by mass spec-
trometry. Dimerization was independent of actin cyto-
skeleton remodeling and was also observed using puriﬁed
proteins. Mutagenesis studies of PIP5KIb located the di-
merization motif at the N terminus, in a region homolo-
gous to that implicated in PIP4KII dimerization. PIP5KIb
mutants whose dimerizationwas impaired showed a severe
decrease in PI(4,5)P2 production and plasma membrane
delocalization, although their association to lipid mono-
layers was unaltered. Our results identify dimerization as
an integral feature of PIP5K proteins and a central de-
terminant of their enzyme activity.—Lacalle, R. A., de
Karam, J. C., Martı´nez-Muñoz, L., Artetxe, I., Peregil,
R. M., Sot, J., Rojas, A. M., Goñi, F. M., Mellado, M., and
Mañes, S. Type I phosphatidylinositol 4-phosphate 5-kinase
homo- and heterodimerization determines its membrane
localization and activity. FASEB J. 29, 000–000 (2015).
www.fasebj.org
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MANY PROTEINS CAN SELF-ASSOCIATE to form dimers or higher-
order oligomers. Dimerization confers structural and
functional advantages on proteins, including improved
stability and regulatory mechanisms (1). Dimer formation
regulates the activity of protein kinases (2), guanosine 59-
triphosphatases (GTPases) (3), and cell receptors of the
tyrosine kinase (4) and GPCR families (5).
Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate [PI(4,5)P2] is a
lipid central to cell signaling. PI(4,5)P2 modulates cyto-
skeletal protein conformation and/or activation and also
serves as a substrate for PLC or phosphoinositol 3-kinases
(6), thus providingdistinct lipidmediators. PI(4,5)P2 levels
do not appear to change after cell stimulation (7), sug-
gesting that its synthesis is regulated locally rather than at
the whole-cell level (8).
Two enzyme families synthesize PI(4,5)P2: the type I
phosphatidylinositol 4-phosphate 5-kinases (PIP5KIs),
which phosphorylate phosphatidylinositol 4-phosphate
(PI4P) (9), and type II phosphatidylinositol 5-phosphate
4-kinases (PIP4KIIs), which phosphorylate phosphatidyli-
nositol 5-phosphate (10). Eachenzyme typehas 3 isoforms
(PIP5KIa, -Ib, and -Ig; PIP4KII-A, -B, and -C) as well as
several splice variants (11–13). All type I isoenzymes
have similar organization, with a highly conserved ki-
nase domain and sequence-divergent N- and C-terminal
regions that determine their speciﬁc cell localization
Abbreviations: pc, critical lateral pressure; ps, saturation
pressure; AU, arbitrary units; BSA, bovine serum albumin;
CFP, cyan ﬂuorescent protein; co-IP, coimmunoprecipitation;
cpm, counts per minute; CRISPR, clustered regularly inter-
spaced short palindromic repeat; dHL60, DMSO-differentiated
HL60; DHPC, 1,2-diheptanoyl-sn-glycero-3-phosphocholine;
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and interactions (14). Although isoform-speciﬁc bind-
ing partners are reported (15–19), only 2 well-deﬁned
structural motifs have been identiﬁed: that of the talin-
binding motif in PIP5KIg_i2 (20), and the postsynaptic
density protein 95, disc large, zonula occludentes 1
(PDZ)-binding motif at the PIP5KIb C terminus (21).
In contrast to the limited structural information avail-
able for PIP5KI, all 3 PIP4KII isoenzymes are deﬁned at
atomic resolution. Based on its crystal structure, PIP4KII is
thought to dimerize through interaction between 2 anti-
parallel b-sheets at the protein N terminus (22, 23). PIP4-
KII isoforms are reported to homo- and heterodimerize in
cells (24–26), and heterodimerization appears to control
PIP4KII enzyme activity (27). Structural modeling studies
suggest thatPIP5KI canalsodimerize (28–30),whichcould
lead to a large, ﬂat, positively charged surface that permits
electrostatic interaction with the membrane (30). To our
knowledge, PIP5KI dimerization has not been formally
demonstrated.
Here, we tested whether PIP5KIb forms dimers and the
functional role of this dimerization. We show that PIP5KIb
readily forms homodimers and is able to heterodimerize
with other PIP5KI isoforms in vitro and in living cells as
determined by Fo¨rster resonance energy transfer (FRET),
coimmunoprecipitation (co-IP), mass spectroscopy, and
ELISA studies. Dimer formation was independent of cyto-
skeletal remodeling and was detected using recombinant
proteins, indicating direct interaction between PIP5KI
molecules. Site-directed and deletion mutagenesis showed
that dimerization is regulatedby speciﬁcN-terminal PIP5KI




Anti-PIP5KIb (D-19) was from Santa Cruz Biotechnology (Dallas,
TX,USA), anti-4.1 ezrin-radixin-moesin-bindingphosphoprotein
50 (EBP50) from Afﬁnity Bioreagents (Golden, CO, USA), anti-
hemagglutinin (HA) from Covance (Berkeley, CA, USA), horse-
radish peroxidase (HRP)-labeled anti-mouse and -rabbit IgG from
Dako (Glostruo, Denmark), and Cy3- and Cy5-conjugated anti-
mouse IgG antibodies from Jackson ImmunoResearch Laborato-
ries (WestGrove, PA,USA).Anti-ﬂag,HRPanti-ﬂag, -HA, -tubulin,
and -glutathione S-transferase (GST) antibodies, ﬁbronectin,
polyethylenimine (PEI),N-formyl-methionyl-leucyl-phenylalanine
(fMLP), and oligonucleotides were from Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO, USA); human CXCL12 was from PeproTech
(Rocky Hill, NJ, USA). Latrunculin B was from Calbiochem
(Darmstadt, Germany). Lipids were from Avanti Polar Lipids
(Alabaster, AL, USA).
Cloning and generation of PIP5KIb mutants
HA- and enhanced green ﬂuorescent protein (EGFP)-tagged
PIP5KIb, PIP5KIbK138A, PIP5KIbD456, PIP5KIb(-3)D/K, EGFP-
PIP5KIg_i2-ﬂag, HA-EBP50, and HA-talin have been described
(16, 21). Cyan ﬂuorescent protein (CFP)- and yellow ﬂuorescent
protein (YFP)-tagged PIP5KIb and PIP5KIg_i2 plasmids were
constructed by cloning an AgeI-BsrgI fragment, obtained from
the EGFP-tagged plasmid, into pECFP-C1 and pEYFP-C1
(Clontech Laboratories, Palo Alto, CA, USA) with the Rapid
DNA ligation kit (Roche, Mannheim, Germany). PIP5KIb
deletion mutants were generated with the High Expand
Fidelity PCR system (Roche) and cloned in pcDNA3-HA to
obtain HA-PIP5KIbD110, HA-PIP5KIbD232, and HA-PIP5KIbD318.
PIP5KIb N terminusmutants were named PIP5KIb-L (L35A/Y39A/
N43A), PIP5KIb-LP (L35A/Y39P/N43A), PIP5KIb-F (F64A/L65A/
P66A), PIP5KIb-LF (L35A/Y39A/N43A/F64A/L65A/P66A),
and PIP5KIb-LPF (L35A/Y39P/N43A/F64A/L65A/P66A).
All were generated by site-directed mutagenesis with the
QuikChange Lightning Site-Directed Mutagenesis Kit (Agilent
Technologies, La Jolla, CA, USA). The PIP5KIbN-terminal 110
and 152 amino acids were fused to GST by In-Fusion PCR
cloning (Clontech Laboratories), to produce GST-PIP5KIb-1-
110 and GST-PIP5KIb-1-152. The GST-PIP5KIb-1-152-LPF
mutant was obtained from GST-PIP5KIb-1-152 with the Quik-
Change Lightning Site-Directed Mutagenesis Kit. pCDNA3-
tandem afﬁnity puriﬁcation (TAP) was a gift of S. de Lucas
(Centro Nacional de Biotecnologı´a/Consejo Superior de Inves-
tigaciones Cient´ıﬁcas, Madrid, Spain). The tagging cassette has
a dual-afﬁnity tag, 2 IgG-binding units of protein A, and a cal-
modulin-binding peptide, with a Tobacco Etch virus (TEV) pro-
tease cleavage site in between. The C-terminal fusion construct
PIP5KIb-TAP was generated by In-Fusion PCR cloning. PIP5KIg-
D235A, kinase-dead, and PIP5KIg-W642F nontalin-binding sub-
stitution mutants were obtained from PIP5KIg_i2-ﬂag with the
QuikChange Site-Directed Mutagenesis Kit. Lck-EGFP was con-
structed by adding the double palmitoylation signal of p56LCK
(12 amino acids) to the EGFP N terminus. This Lck sequence
efﬁciently targets cytosolic proteins to the plasma membrane
(31). All clones and mutations were veriﬁed by sequencing.
Cell culture and transfections
HL60 cells were maintained in Roswell Park Memorial Institute
1640 medium (Gibco, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA)
with 10% fetal calf serum (FCS) and differentiated with 1.3%
DMSO for 7 days. Differentiated cells [DMSO-differentiated
HL60 (dHL60)] were transfected with the indicated plasmids by
electroporation (2 3 107 cells, 320 mV, 1000 mF) in an electro-
porator (efﬁciency 15–20%) (Bio-Rad, Hercules, CA, USA);
protein expression was analyzed 4 hours post-transfection by
ﬂuorescence-activated cell sorting (Beckman Coulter, Brea, CA,
(continued from previous page)
DOPA, dioleoyl phosphatidic acid; EBP50, 4.1 ezrin-radixin-
moesin-binding phosphoprotein 50; EGFP, enhanced green
ﬂuorescent protein; ePC, egg phosphatidylcholine; FCS, fetal
calf serum; fMLP, N-formyl-methionyl-leucyl-phenylalanine;
FRET, Fo¨rster resonance energy transfer; FRET50, half-
maximum Fo¨rster resonance energy transfer; FRETmax, max-
imum Fo¨rster resonance energy transfer signal; gRNA, guide
RNA; GST, glutathione S-transferase; GTPASE, guanosine 59-
triphosphatase; HA, hemagglutinin; HEK, human embryonic
kidney; HRP, horseradish peroxidase; IP, immunoprecipitation;
MALDI/TOF, matrix-assisted laser desorption/ionization/time-
of-ﬂight; PA, phosphatidic acid; PDB, Protein Data Bank; PDZ,
postsynaptic density protein 95, disc large, zonula occludentes 1;
PEI, polyethylenimine; PI(4,5)P2, phosphatidylinositol 4,5-
bisphosphate; PI4P, phosphatidylinositol 4-phosphate; PIP4KII,
type II phosphatidylinositol 5-phosphate 4-kinase; PIP5KI, type I
phosphatidylinositol 4-phosphate 5-kinase; Rac, Ras-related C3
botulinum toxin; Rho, Ras homolog gene family; RT, room
temperature; sg-ECL, Super-Signal ELISA Pico chemilumines-
cent substrate; TAP, tandem afﬁnity puriﬁcation; TBS, Tris-
buffered saline; TEV, Tobacco Etch virus; TLC, thin layer chro-
matography; YFP, yellow ﬂuorescent protein
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USA).Humanembryonic kidney (HEK)-293 andHEK-293T cells
were maintained in DMEM with 10% FCS. Cells were transiently
transfected using the calcium phosphate method or the PEI
method (transfection efﬁciency 70–90%), and protein expres-
sion was analyzed after 24 hours.
Cell immunoﬂuorescence and polarity assays
dHL60- or HEK-293T-transfected cells were plated on ﬁbronectin-
coated slides, incubated (1 hour at 37°C), then stimulated with
fMLP (100 nM for 5 minutes at 37°C) or CXCL12 (100 nM for
5minutes at 37°C).Cellswereﬁxedwith3.7%paraformaldehyde
(10 minutes at 20°C) in PBS, permeabilized with 0.1% Triton
X-100 (10 minutes at 10°C), and incubated with the indicated
primary antibody (1 hour at 4°C), followed by Cy3- or Cy5-
conjugated secondary antibody. Samples were mounted in VEC-
TASHIELDmedium(VectorLaboratories, Burlingame,CA,USA)
and images recorded in an Olympus IX81 confocal microscope
with a PLAPON 603 03 objective (aperture 1:40) and FV10-ASW
1.6 software (Olympus, Center Valley, PA, USA). Brightness and/
or contrast was adjustedwithNIH ImageJ software (Bethesda,MD,
USA). There were 8 random ﬁelds recorded per condition, and at
least 200 cells were counted per sample in 3 independent experi-
ments. For actin polymerization experiments, cells were treated
with 10 mM latrunculin B (30 minutes) before plating.
Analysis of PIP5KIb interactions
For pull-down assays, GST-fusion proteins (GST-b1-110, GST-b1-
152, and GST-b1-152-LPF) were produced in Escherichia coli and
puriﬁed using glutathione Sepharose 4B (Amersham Bio-
sciences, Uppsala, Sweden).Mock orHEK-293T cells, transfected
as indicated,were stimulatedwithCXCL12(100nMfor 5minutes
at 37°C), and extracts were prepared with NP40 buffer [50 mM
Tris-HCl (pH 7.5), 150 mM NaCl, 1% NP40, 1 mM EDTA, and
protease inhibitors].Cellextractswere incubated(2hoursat4°C)
with glutathione Sepharose-bound GST proteins or GST, and
beads were washed and proteins eluted with sodium dodecyl
sulfate sample buffer; proteins were resolved by SDS-PAGE. To
visualize GST proteins, nitrocellulose membranes were stained
with Ponceau S red or immunoblotted with anti-GST antibody.
For immunoprecipitation (IP), serum-starved HEK-293T cells co-
expressingEGFP-PIP5KIg_i2-ﬂagorﬂag-PIP5KIb andHA-PIP5KIb,
-PIP5KIbD110, -PIP5KIbD232, -PIP5KIbD318, -PIP5KIbD456, or
-PIP5KIb(-3)D/Kwere stimulatedwith 100nMCXCL12 (5minutes at
37°C), washed with ice-cold PBS, and lysed with NP40 buffer. Cell
extracts (400mg) were immunoprecipitated (2 hours at 4°C) with
anti-ﬂag or -HA antibody, followed by incubation (1 hour at 4°C)
with Protein A/G Plus Sepharose (Santa Cruz Biotechnology).
Immunoprecipitates were resolved in SDS-PAGE and analyzed
by immunoblot with anti-HA, -ﬂag, or HRP-labeled antibodies.
HA-PIP5KIb and PIP5KIg_i2-ﬂag proteins were puriﬁed from
overexpressed HEK-293T extracts by afﬁnity chromatography.
Transfected cells were lysed with NP40 buffer and incubated with
anti-HA agarose (Pierce, Rockford, IL, USA) and anti-ﬂag M2
agarose gel (Sigma-Aldrich), respectively (4°C, overnight). After
washingwithNP40buffer andTris-buffered saline (TBS), proteins
were eluted with 300 mg/ml HA peptide or 100 mM glycine (pH
2.6), respectively. Eluted protein was dialyzed in TBS in a 10,000
Amiconﬁlterdevice (EMDMillipore,Billerica,MA,USA).Protein
concentration andpurity weredeterminedbyCoomassie staining.
In co-IP assays, 1 mg of each puriﬁed protein was used.
Proteomic analyses
PIP5KIb-TAP protein complexes were puriﬁed (32). Brieﬂy,
NP40 extracts of PIP5KIb-TAP-overexpressing HEK-293T cells
were incubated with IgG Sepharose 6 Fast Flow (GE Healthcare,
Piscataway, NJ, USA); after washing, boundmaterial was released
by TEV protease cleavage, and the eluate was captured with cal-
modulinafﬁnity resin(AgilentTechnologies).Protein complexes
were eluted in a buffer containing 3 mM EGTA and analyzed by
electrophoresis. Proteins from stained SDS-PAGE were excised
and identiﬁed by matrix-assisted laser desorption/ionization/
time-of-ﬂight (MALDI-TOF)/TOF mass spectrometry as de-
scribed (16). For protein identiﬁcation, tryptic peptide spectra
obtained were searched against the Swiss-Prot database using
a licensed version 2.3.02 of Mascot (Matrix Science, London,
United Kingdom) as search engine.
ELISAs
HA- or ﬂag-protein expression in cell extracts was determined by
direct ELISA.HEK-293T cells were transfected withHA-PIP5KIb,
HA-PIP5KIbD456, ﬂag-PIP5KIb, all N-terminal region mutants,
or PIP5KIg_i2-ﬂag, and cell extracts were prepared in NP40
buffer. Microplates were coated with cell extracts, blocked with
bovine serum albumin (BSA), incubated with anti-HA-HRP or
-ﬂag-HRP antibody, and developed with Super-Signal ELISA Pico
chemiluminescent substrate (sg-ECL) (Thermo Fisher Scientiﬁc,
Waltham, MA, USA). Values in the linear range were used to
calculate concentrations (in a typical experiment): 5–13.106 ar-
bitrary units (AU)/ml for HA-PIP5KIb, HA-PIP5KIbD456, and
ﬂag-PIP5KIb, and 9–13.107 AU/ml for PIP5KIg_i2.
A sandwich ELISA was designed to measure dimer formation.
High-binding white 96-wellmicroplates were coated with anti-HA
antibody (1 mg/ml; 100 ml/well) in coating buffer [100 mM
carbonate buffer (pH 9.4); 4°C, overnight]. Plates were blocked
with 2% BSA (2 hours), and cell extracts expressing HA-tagged
proteins were added and incubated [2 hours at room tempera-
ture (RT)]. Plates were washed, and cell extracts expressing the
ﬂag-tagged fusion protein were added and incubated (2 hour at
RT). After washing plates, anti-ﬂag-HRP antibody was added (1:
2000; 100 ml/well) and incubated (1 hour at RT); plates were
washed 4 times (300 ml/well in PBS containing 0.05% Triton-X-
100) between each step in a Multiwash III Microplate Washer
(TriContinent Scientiﬁc, Incorporated, Grass Valley, CA, USA).
The ELISA was developed with sg-ECL, and light emission was
measured in an Inﬁnite M200 luminometer microplate reader
(Tecan, Salzburg, Austria). Luminescent values are expressed in
AU as themean6 SEM of triplicate samples (n = 3). Binding curves
were generated with serial dilutions of HA-tagged extracts (start
point 108 AU per well) and a constant 109 AU per well of ﬂag-
labeled extracts. In competitive ELISA, puriﬁed GST-fusion pro-
teinswere incubatedwithﬂagprotein-expressingcell extracts (20ml
extract perwell;108AU) (1hour at 4°C) before addition to the
microplate. GST-fusion proteins were puriﬁed as above and
eluted with 15 mM reduced glutathione; protein concentration
was determined by Coomassie-stained SDS-PAGE. Values are
expressed in AU as the mean6 SEM of triplicates (n = 3).
FRET analyses
For FRET saturation curves, HEK-293T cells were cotransfected
with plasmids encoding the CFP and/or YFP fusion proteins of
PIP5KIb andPIP5KIg_i2, as described (33).Asanegative control,
FRET was determined in CFP-PIP5KIb or CFP-PIP5KIg trans-
fected with VCAM-YFP (34). To determine half-maximum FRET
(FRET50) and maximum FRET signal (FRETmax), values were
extrapolated from data analysis using a nonlinear regression
equation applied to a single binding site model with a 95% con-
ﬁdence interval (Prism 5.0; GraphPad Software, La Jolla, CA,
USA). All FRET determinations include at least 5 independent
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experiments. To determine the inﬂuence of HA-EBP50 or HA-
talin expression on homo- and heterodimers, we cotransfected
HEK-293T cells with HA empty vector (control) or HA-EBP50 or
HA-talin and CFP-PIP5KIb/YFP-PIP5KIb, CFP-PIP5KIg_i2/YFP-
PIP5KIg_i2, or CFP-PIP5KIb/YFP-PIP5KIg_i2. Curves in these
groups (PIP5KIb homodimer/HA and PIP5KIb homodimer/
HA-EBP50; PIP5KIg_i2 homodimer/HA and PIP5KIg_i2
homodimer/HA-talin; and PIP5KIb/g_i2 heterodimer/HA and
PIP5KIb/g_i2 heterodimer/HA-EBP50 orHA-talin) were paired,
and dimerization was evaluated. To determine which model best
ﬁt the data for the 4 pairs of saturation curves (n = 5), we used
Akaike information criterion corrected for small sample size (35).
We used Prism 5.0 software.
FRET was measured by acceptor photobleaching in dHL60
cells transiently electroporated with 20 mg CFP-PIP5KIb and
20 mg YFP-PIP5KIb, with 20 mg CFP-PIP5KIb and 10 mg YFP-
PIP5KIg_i2, or with 20 mg CFP-PIP5KIb and 5 mg VCAM-YFP
constructs to ensure a 3:1 YFP:CFP ratio in which receptor pairs
reach maximum FRET efﬁciency in each case (34). At 4 hours
post-transfection, cells (105 per well) were plated in ﬁbronectin-
coated slide chambers (30 minutes), stimulated with 100 nM
fMLP, ﬁxed, and mounted in a medium without antifading
agents. Images were acquired on theOlympus IX81 microscope.
As a negative control, FRET was determined in CFP-PIP5KIb
transfectedwithVCAM-YFP-. FRETefﬁciencywas calculated from
at least 30 images each from 4 independent experiments.
Structural modeling
We conducted multiple sequence alignments of the proteins to
test overall conservation using MAFFT (36) in its slow and accu-
rate version. The structure of PIP4KIIb [UniProt P78356; Protein
Data Bank (PDB) 1BO1] was used to analyze the dimerization
interface at structural level to identify dimerization-relevant resi-
dues and to compare PIP5KIa, PIP5KIb, and PIP5KIg_i2
homology-structural models in the Protein Model Portal (http://
www.proteinmodelportal.org).
Surface pressure measurements
Langmuir lipidmonolayers at the air-water interfacewere used as
amodelmembrane system to study lipid-protein interaction.HA-
PIP5KIb and HA-PIP5KIb-LPF proteins were puriﬁed from over-
expressed HEK-293T extracts, as described above, except extracts
were prepared in 1,2-diheptanoyl-sn-glycero-3-phosphocholine
(DHPC) lysis buffer [50 mM Tris-HCl (pH 8.0), 150 mM NaCl,
10mMDHPC,1mMEDTA,1mMDTT, andprotease inhibitors].
Surface pressure experiments were carried out with a Micro-
TroughS system(Kibron,Helsinki, Finland) at 25°C,with constant
stirring. The aqueous phase consisted of 1 ml of 20 mM Tris-HCl,
150 mMNaCl (pH 8.0). Lipids dissolved in chloroform:methanol
(2:1), egg phosphatidylcholine (ePC), PI4P, and dioleoyl phos-
phatidic acid (DOPA) were spread gently over the surface until
the desired initial surface pressure was attained. The puriﬁed
protein was injected with a micropipette through a hole con-
nected to the subphase. The increment in surface pressure was
recorded until a stable signal was obtained. The plots show 1 of
2 closely similar independent measurements. Values of critical
lateral pressure (pc) were determined by linear regression using
the values over the saturation pressure (ps). pc is expressed in
millinewton per meter as the mean6 SEM.
Lipid kinase assay
Lipid kinase activity was determined as described (16). HA-
PIP5KIb,HA-PIP5KIb-L, andHA-PIP5KIb-LPF-puriﬁedproteins
and HA-tagged enzymes immunoprecipitated from HEK-293 cell
extracts were used for the kinase assay. The kinase reactionmix
(50 ml) contained 50 mM Tris (pH 7.5), 200 mM PI4P, 20 mM
ATP, 10 mM MgCl2, and 10 mCi [g-
32P]]ATP (Taper, Madrid,
Spain). After 3 acid extractions, Cerenkov radioactivity was mea-
sured in samples [counts per minute (cpm)] before thin layer
chromatography (TLC) loading (28). Radioactive spots with an
retardation factor value corresponding to PI(4,5)P2 were identi-
ﬁed by autoradiography after TLC developing in chloroform:
methanol:acetic acid:H2O (10:10:1:3).
Clustered regularly interspaced short palindromic repeat/
Cas9 knockout of human PIP5KIb
GuideRNAs (gRNAs) for humanPIP5KIb were selected with the
clustered regularly interspaced short palindromic repeat
(CRISPR) design tool (37) (http://crispr.mit.edu) to target the 59
end of the protein coding region. There were 3 gRNAs with the
highest scores selected: exon 664–791, 59-TGCATAAGAACATC-
TCGTTCTGG-39 (gRNA1, score 87); exon 910–1062, 59-GGGTT-
AGACAGTTCTATTAGAGG-39 (gRNA2, score 85); and exon
1063–1362, 59-GGACTGTATTGTATGCAATCAGG-39 (gRNA3,
score 83). A pair of annealed oligonucleotides for each gRNA were
cloned in BsmBI-digested pLenti-CRISPRv1 (38) (Addgene,
Cambridge,MA,USA).LentiviruswasproducedbytransfectingHEK-
293T with pLenti-CRISPR, psPAX2, and pVSVG using a standard
calcium phosphate protocol. HEK-293T cells were transduced with
theempty vector (mock-transducedcells) or eachof thegRNAs, and
puromycin-resistant individual clones were isolated and grown. For
indel analysis, genomicDNAwaspreparedwith theDNeasyBlood&
Tissue Kit (QIAGEN, Hilden, Germany) and used as template for
PCR ampliﬁcation of the region near the Cas9 cleavage site. The
primers (forward/reverse) used were gRNA1, 59-AGGTGCTATT-
CAGCTGGGAA-39/59-AGGAACACACTTTCCACCACA-39; gRNA2,
59-TTCCATCTGCAGTGAACCTCT-39/59-AGCTTCTTTGTGCTG-
AACTGT-39; and gRNA3, 59-ATCCAAGGACTCTTTTGCCA-39/
59-AGTGCATTCTCATGGAGCGT-39. PCR products were gel
extracted and analyzed by sequencing.
Statistical analysis
Data are expressed as the mean 6 SEM. Dunnett’s 2-tailed or
Student’s 2-tailed t tests were used to compare differences be-
tween groups in various experiments.
RESULTS
PIP5KIb forms homodimers
Based on their similarity to PIP4KII, PIP5KIs are assumed
to dimerize. To formally demonstrate that PIP5KIb forms
dimers, we immunoprecipitated HA- or ﬂag-tagged PIP5KIb
fromHEK-293T cells that expressed one or both of these
proteins. Anti-ﬂag and -HA antibodies coimmunoprecipitated
HA- or ﬂag-PIP5KIb, respectively, only in cells that coex-
pressed both proteins (Fig. 1A).
For a complementary approach to analysis of PIP5KIb
dimerization, we designed a sandwich-type ELISA inwhich
HA-PIP5KIb fromcell extractswas trappedwithananti-HA
antibody; binding of ﬂag-PIP5KIb, added in the soluble
phase, was detected with anti-ﬂag antibody. Flag-PIP5KIb
bound speciﬁcally to HA-PIP5KIb in a dose-dependent
saturation curve (Fig. 1B). These results suggest the ability
of PIP5KIb to homodimerize.
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PIP5KIb heterodimerizes with other PIP5KI isoforms
To test whether PIP5KI isoforms canheterodimerize, we
immunoprecipitated extracts from cells overexpressing
HA-PIP5KIb and ﬂag-tagged-PIP5KIg_i2 isoforms (also
known as PIP5KIg661 and PIP5KIg90, respectively)
(20). Anti-ﬂag antibody coimmunoprecipitated HA-
PIP5KIb and PIP5KIg_i2-ﬂag in cells that overexpressed
both isoforms; likewise, HA-PIP5KIb and PIP5KIg_i2-
ﬂag were coimmunoprecipitated by the anti-HA anti-
body (Fig. 1C). HA-PIP5KIb and PIP5KIg_i2-ﬂag also
interacted in a dose-dependent manner in the ELISA
sandwich assay (Fig. 1D), suggesting that these PIP5KI
isoforms form heterodimers.
To determine whether these PIP5KI isoforms interact
directly, we puriﬁed HA-PIP5KIb and PIP5KI g_i2-ﬂag
produced in HEK-293T cells by afﬁnity chromatography
(Supplemental Fig. S1A, B) and found coprecipitation of
recombinantHA-PIP5KIb and PIP5KI g_i2-ﬂag using anti-
HAor -ﬂag antibodies (Fig. 1E). These results indicate that
PIP5KIb and PIP5KIg_i2 interact in the absence of other
cell components.
To analyze whether PIP5KIb interacts with other
PIP5KI isoforms, we used TAP from protein A-cal-
modulin-PIP5KIb-overexpressing HEK-293T cell ex-
tracts. MALDI/TOF mass spectrometric analysis of
proteins bound to puriﬁed PIP5KIb identiﬁed en-
dogenous PIP5KIa and PIP5KIg (Supplemental Fig.
S1C). The data indicate that not only overexpressed
proteins but also endogenous PIP5KI interact with
PIP5KIb.
PIP5KIb and PIP5KIg_i2 form homo- and
heterodimers in living cells
To study homo- and heterodimerization in live cells, we
generated FRET saturation curves using HEK-293T cells
transiently cotransfected with constant amounts of donor
CFP-PIP5KIb or -g_i2 and an increasing amount of acceptor
YFP-PIP5KIb or -g_i2. FRET was positive for PIP5KIb
(Fig.2A)andPIP5KIg_i2homodimers (Fig. 2B), aswell as for
CFP-PIP5KIb/YFP-PIP5KIg_i2 heterodimers (Fig. 2C).
The FRETmax differed among the complexes (PIP5KIb/b,
0.64860.06;PIP5KIg_i2/g_i2, 0.94760.08; andPIP5KIb/
g_i2, 1.069 6 0.06). The amount of protein needed to
achieve FRET50 likewise differed for the distinct complexes
(PIP5KIb/b, 1.6956 0.39; PIP5KIg_i2/g_i2, 3.6566 0.57;
and PIP5KIb/g_i2, 5.801 6 0.73). In accordance with bio-
luminescence resonance energy transfer experiments (39),
FRET50 could indicate the apparent afﬁnity between pro-
teins; in this case, because the partners differed between
complexes, the results cannot be compared.Controls showed
no energy transfer for CFP-PIP5KIb or for CFP-PIP5KIg_i2
with the membrane-anchored chimeric protein VCAM-YFP
(Fig. 2A, B) or the cytosolic protein YFP (data not shown),
indicating speciﬁcity of the interaction between the kinases.
The data also indicated that FRETmax is detected in cells at
distinct YFP:CFP ratios, depending on the proteins analyzed.
We used acceptor photobleaching FRET to analyze
PIP5KIb homo- and heterodimer location in dHL60 cells
and to conﬁrm FRET saturation curves. We transiently
cotransfected dHL60 cells with CFP-PIP5KIb/YFP-PIP5KIb
orCFP-PIP5KIb/YFP-PIP5KIg_i2. All FRETdeterminations
Figure 1. PIP5KIb forms homo-
and heterodimers with PIP5KIg_i2.
A) HEK-293T cells were trans-
fected with HA-PIP5KIb (1), ﬂag-
PIP5KIb (2), or both plasmids
(1+2). Equal amounts of cell
extracts (left) were precipitated
with anti-HA or -ﬂag antibody,
resolved by SDS-PAGE, blotted,
and developed with the same
antibodies. WB, Western blot.
B) ELISA detection of PIP5KIb
dimerization (scheme, right).
Serial dilutions of HEK-293T
cell extracts expressing HA-
PIP5KIb were bound to anti-
HA-coated wells; after washing,
a ﬁxed amount of ﬂag-PIP5KIb
extracts was added, and bound
ﬂag-PIP5KIb was developed with
HRP-labeled anti-ﬂag antibody.
Data are shown as luminescent
values in AU (mean 6 SEM). C)
PIP5KIb/PIP5KIg_i2 heterodime-
rization. IP is shown of cell lysates
transfected with PIP5KIg_i2-ﬂag
(1), HA-PIP5KIb (2), or both
(1+2) and treated as in (A). D)
PIP5KIb/g_i2 heterodimeriza-
tion was analyzed by ELISA as in (B). E) Equal amounts of afﬁnity-puriﬁed PIP5KIg_i2 (1) or PIP5KIb (2) or a mixture of both
(1+2) was precipitated with anti-HA or -ﬂag antibodies. Representative experiments are shown (n = 3).
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were done with cells that expressed a 4:1 YFP:CFP ratio.
Fluorescent proteins localized at the cell surface, and we
detected positive FRET and similar FRET efﬁciency values
for PIP5KIb homo- and heterodimers (Fig. 2D). No energy
transfer was observed for CFP-PIP5KIb/VCAM-YFP (Fig.
2D) or YFP (data not shown) in controls. PIP5KIb and
PIP5KIg_i2 colocalize at the uropod in polarized dHL60
cells (16, 21); here, we were unable to determine whether
PIP5KIb/g_i2 heterodimers formed preferentially at the
uropod because FRET measurements were unreliable due
to lowpixelnumber in the regionof interest orﬂuorescence
saturation caused by protein accumulation. Our data
nonetheless indicate that PIP5KIb and PIP5KIg_i2 form
homo- and heterodimers at the plasma membrane.
PIP5KIb/g_i2 heterodimerization does not require
actin polymerization
To study the role of the actin cytoskeleton in PIP5KI
homo- and heterodimerization, we treated dHL60 or
HEK-293T cells with latrunculin B, an actin polymeriza-
tion inhibitor. Latrunculin did not affect PIP5KIb or
PIP5KIg_i2 association to the plasma membrane, al-
though it abolished fMLP-induced polarization of these
kinases at the dHL60 cell uropod (Fig. 3A), indicating
drug activity. IP assays showed that PIP5KIb/g_i2 hetero-
dimer formation was unaffected by latrunculin treatment
in HEK-293T cells (Fig. 3B), suggesting that dimer for-
mation is intrinsic to these kinases and independent of
aggregation induced by actin rearrangement.
Homo- and heterodimers are unaffected by PIP5KIb/
g_i2 C-terminal-binding proteins
The C termini of PIP5KIb and PIP5KIg_i2 bear the re-
spective binding motifs for EBP50 (16, 21) and talin (15,
20, 40). We tested whether EBP50 or talin binding modu-
lated PIP5KIb or PIP5KIg_i2 dimer conformation. HEK-
293T cells were cotransfected with HA-EBP50, HA-talin,
Figure 2. PIP5KIb forms homo- and heterodimers in living cells. FRET analyses of PIP5KIb homodimers (A), PIP5KIg_i2 homodimers
(B), and CFP-PIP5KIb/YFP-PIP5KIg_i2 heterodimers (C). FRET saturation curves generated using HEK-293T cells transiently
cotransfected with a constant amount of CFP-protein and increasing amounts of YFP-protein. As negative controls, we used CFP-
PIP5KIb/VCAM-YFP (A) and CFP-PIP5KIg_i2/VCAM-YFP (B). FRET50 and FRETmax values were calculated (see Materials and
Methods; mean 6 SEM). D) FRET analysis of PIP5KIb homodimer and PIP5KIb/g_i2 heterodimer by acceptor photobleaching in
dHL60 cells. Representative images before (CFP-Pre and YFP-Pre) and after (CFP-Post and YFP-Post) photobleaching, with a FRET
image at the photobleached areas using a false-color scale, are shown. Areas for bleaching analysis (white outline) are indicated. As
a negative control, FRET was analyzed for CFP-PIP5KIb/VCAM-YFP. Mean percent (%) FRET efﬁciency 6 SEM is shown.
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or an empty vector, with constant amounts of CFP-PIP5Kb
or CFP-PIP5KIg_i2 and with increasing amounts of YFP-
PIP5KIb or YFP-PIP5KIg_i2. HA-EBP50 and HA-talin
overexpression was constant (data not shown) and caused
no variation in donor/acceptor ﬂuorescence (Table 1).
FRET50andFRETmaxvalues forPIP5KIb/b andPIP5KIg_i2/
g_i2 homodimers and for PIP5KIb/g heterodimers were
not altered byEBP50 or talin expression (Fig. 4A–D). The
data suggest that PIP5KI C-terminal-binding partners do
not affect apparent dimer afﬁnity or number.
This ﬁnding was reinforced by coprecipitation of
PIP5KIg_i2-ﬂagwithHA-PIP5KIbD456 (Fig. 4E), amutant
that lacks the 83 terminal amino acids (16), or HA-
PIP5KIb(-3)DK (Fig. 4F), which has a nonfunctional PDZ-
binding motif (21). Co-IP experiments also showed that
PIP5KIb can dimerize with PIP5KIg_i2 kinase-dead (PIP5-
KIgD235A) or PIP5KIg_i2 talin-binding (PIP5KIgW642F)
mutants (Fig. 4G), which indicated the dimerization in-
dependence of the talin-binding domain and the kinase
activity of PIP5KIg. These data support the idea that di-
merization is an intrinsic characteristic of PIP5KI.
The PIP5KIb N-terminal region is sufﬁcient
for dimerization
To identify thePIP5KIbdimerizationdomain,wegenerated
a series ofC-terminally truncatedPIP5KIbmutants (Fig. 5A)
that were cotransfected with full-length PIP5KIg_i2-ﬂag in
HEK-293T cells. PIP5KIg_i2 interacted with PIP5KIb,
PIP5KIbD328, PIP5KIbD232, and PIP5KIbD110 mutants
(Fig. 5B).Co-IP resultswere similar for full-lengthﬂag- and
HA-PIP5KIb mutants (Supplemental Fig. S2A). These
results indicate that the 110 N-terminal amino acids of
PIP5KIb are involved in dimerization.
This conclusion was supported by pull-down assays.
Because the PIP5KIb-1-110 fragment was insoluble in
E. coli (data not shown), we generated a GST-fusion
Figure 3. PIP5KIb and PIP5KIg_i2 dimer
formation is independent of F-actin polymeriza-
tion. A) Latrunculin treatment abrogates PIP5KIb
or PIP5KIg_i2 uropod localization in dHL60 cells.
EGFP-PIP5KIb- or EGFP-PIP5KIg_i2-expressing
dHL60 cells were treated with latrunculin B
(10 mM), adhered to ﬁbronectin-coated slides,
stimulated, ﬁxed, and visualized by confocal
microscopy. Scale bars, 10 mm. B) HEK-293T cells
overexpressing PIP5KIb (1) and/or PIP5KIg_i2
(2) were treated with vehicle (DMSO) or latrun-
culin B. Equal amounts of protein extracts were
coimmunoprecipitated with anti-HA and -ﬂag,
and bands were visualized with anti-HA-HRP and
-ﬂag-HRP in Western blot. Overexpressed proteins
in lysates were analyzed with the same antibodies.
TABLE 1. Cotransfection of binding partners does not alter PIP5KI expression
Plasmid CFP intensity (FU) YFP intensity (FU)
CFP-PIP5KIb (2 mg) YFP-PIP5KIb
CFP-PIP5KIb/YFP-PIP5KIb + HA 150,038 6 63,264 ;200,000–1.2 million
CFP-PIP5KIb/YFP-PIP5KIb + HA-EBP50 216,540 6 84,447 ;200,000–1.2 million
CFP-PIP5KIg_i2 (2 mg) YFP-PIP5KIg_i2
CFP-PIP5KIg_i2/YFP-PIP5KIg_i2 + HA 213,098 6 86,879 ;160,000–1.5 million
CFP-PIP5KIg_i2/YFP-PIP5KIg_i2 + HA-talin 285,837 6 126,931 ;220,000–1.4 million
CFP-PIP5KIb (2 mg) YFP-PIP5KIg_i2
CFP-PIP5KIb/YFP-PIP5KIg_i2 + HA 112,218 6 68,714 ;100,000–1.4 million
CFP-PIP5KIb/YFP-PIP5KIg_i2 + HA-EBP50 146,207 6 77,498 ;100,000–1.5 million
CFP-PIP5KIb/YFP-PIP5KIg_i2 + HA-talin 117,025 6 61,774 ;90,000–1.5 million
CFP-PIP5KI (b or g_i2) and YFP-PIP5KI (b or g_i2) ﬂuorescence in HEK-293T cells cotransfected with empty plasmid (HA), HA-EBP50, or
-talin constructs is shown. Values show the mean 6 SEM ﬂuorescence of donor (CFP) and acceptor (YFP) proteins. FU, ﬂuorescence units.
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Figure 4. The C terminus is not involved in PIP5KI dimerization. FRET saturation curves using HEK-293T cells cotransfected with
(A) CFP-PIP5KIb, YFP-PIP5KIb, mock (control), or HA-EBP50, (B) CFP-PIP5KIg_i2, YFP-PIP5KIg_i2, mock (control), or HA-
talin, (C) CFP-PIP5KIb, YFP-PIP5KIg_i2, mock, or HA-EBP50, and (D) CFP-PIP5KIb, YFP-PIP5KIg_i2, mock, or HA-talin are
shown. FRET50 and FRETmax values are shown (mean 6 SEM). One representative experiment is shown (n = 5). E and F) Extracts
from HEK-293T cells expressing PIP5KIg_i2-ﬂag, alone, or coexpressed with HA-tagged PIP5KIbD456 (E), or PIP5KIb or
PIP5KIb(23)DK (F) were immunoprecipitated with anti-HA antibody. Blots were developed with anti-HA and -ﬂag antibodies to
visualize coimmunoprecipitated proteins; overexpressed proteins in cell extracts are shown (left). G) The ﬂag-tagged PIP5KIg _i2
(positive control), -PIP5KIgD235A (kinase-dead mutant), and -PIP5KIgW642F (talin-binding mutant) were coexpressed with
HA-PIP5KIb and immunoprecipitated with anti-ﬂag antibody. Proteins were detected in Western blot with anti-HA and -ﬂag
antibodies. In (E)–(G), o1 representative experiment is shown (n = 3).
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protein that included the ﬁrst 152 amino acids (GST-
PIP5KIb-1-152), which we used as bait to screen the in-
teraction with extracts from HEK-293T cells expressing
the C-terminal PIP5KIb deletion mutants. These assays
showed GST-PIP5KIb-1-152 interaction with full-length
PIP5KIb and PIP5KIg_i2 isoforms, as well as with
PIP5KIbD456, PIP5KIbD328, and PIP5KIbD232mutants
(Supplemental Fig. S2B). It therefore appears that the
PIP5KIb N-terminal region contains structural motifs
sufﬁcient for dimerization.
Identiﬁcation of critical N-terminal residues for
PIP5KIb dimerization
PIP4KII dimerizes through an N-terminal clasp-like in-
terface of a-helices and b-strands (22, 23). Multiple align-
ments of the N-terminal sequences from mouse and
human PIP4KIIb and the 3 PIP5KI isoforms (Supple-
mental Fig. S3A) showed that the predicted a-helix region
is well conserved in PIP5KI, but the b-sheet is not. Struc-
tural analysis of PIP4KIIb (PDB 1BO1) indicated that the
b-sheet interchain interactions were very strong because
most residues that interactedwith the othermoleculewere
recovered within 4 A˚; a-helix interactions involved bulky,
charged residues (Supplemental Fig. S3B). Analysis of
proteinmodels (http://www.proteinmodelportal.org) for the 3
PIP5KI isoforms using PIP4KIIb as template showed that
the a-helix was conserved in PIP5KI and PIP4KIIb in both
sequence alignment and structural modeling; in contrast,
the PIP4KIIb b-sheet was not found in PIP5KI. Lack of
conservation does not preclude interaction because the
b-sheet might be formed after the interaction of N-
terminal regions. Indeed, the equivalent PIP5KI region
has a stretch of aromatic residues (Phe-Leu/Phe-Pro;
Supplemental Fig. S3A) that could be involved in post-
dimerization stacking events.
For functional analysis of these motifs in PIP5KIb di-
merization, we mutated Leu35, Tyr39, and Asn43 (crit-
ical for a-helix formation), alone or combined with
Phe64-Leu65-Pro66 (possibly involved in b-sheet con-
formation); all were replaced by Ala to avoid lateral
contact between helices or to eliminate packaging of
aromatic residues. To conﬁrm complete disruption of
a-helix structure, we also generated equivalent mutants
in which Tyr39 was replaced by Pro (Fig. 6A). The
EBP50 interaction of these mutants was preserved
(Supplemental Fig. S3C,D), indicating thatmutations at
the N-terminal a-helix and/or b-sheet did not lead to
general misfolding of PIPKIb.
To test the ability of these mutants to form dimers with
PIP5KIb, we used a sandwichELISA in whichﬂag-PIP5KIb
was added to HA-tagged mutants bound to a plate by anti-
HA antibody (Fig. 6B); plate-boundHA-PIP5KIb served as
a positive control. All the PIP5KIb mutants showed signif-
icantly decreased binding to PIP5KIb compared to wild-
type kinase (Fig. 6C), suggesting that theN-terminala-helix
and the region homologous to the b-sheet of PIP4KII
are needed for dimer formation. The mutants showed
no notable differences in their binding to PIP5KIb,
suggesting that a-helix or b-sheet disruption was sufﬁ-
cient to impair dimerization.
To conﬁrm the importance of the N-terminal region in
dimer formation, we designed a competitive ELISA in
which plate-bound HA-PIP5KIb was pre-incubated with
varying amounts of GST-PIP5KIb-1-152, or a version of this
fragment withmutated a-helix and b-sheet residues (GST-
PIP5KIb-1-152-LPF; Supplemental Fig. S3E). Flag-PIP5KIb
Figure 5. The PIP5KIb N-terminal
region is sufﬁcient for dimer-
ization. A) Scheme showing
PIP5KIb deletion mutants used.
Kinase domain (gray), N termi-
nus (white), and C terminus
(black) are indicated. B) Lysates
from cells coexpressing PIP5KIg_
i2-ﬂag and wild-type or truncated
HA-PIP5KIb were coimmunopre-
cipitated with anti-ﬂag antibody.
Resolved proteins were blotted
with anti-HA and -ﬂag antibodies.
HA- and ﬂag-protein expression in
extracts is shown. One representa-
tive experiment is shown (n = 4).
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was then added and binding determined with anti-ﬂag
antibodies (Fig. 6D). Vehicle and GST were used as con-
trols. GST-PIP5KIb-1-152, but not GST-PIP5KIb-1-152-
LPF, competed for formation of PIP5KIb/b dimers in
a dose-dependent manner (Fig. 6E), suggesting that GST-
PIP5KIb-1-152-LPF lost the capacity to bind HA-PIP5KIb
and thus to compete for ﬂag-PIP5KIb binding. These data
identify speciﬁcN-terminal residues necessary for PIP5KIb
dimerization.
Dimerization controls PIP5KIb cell localization, but
not its association to lipid monolayers
We used immunoﬂuorescence to study the subcellular lo-
cation of the PIP5KIb N-terminal mutants in dHL60 cells.
Overexpressed HA-PIP5KIb and -PIP5KIb-L (a mutant
with an altered a-helix) colocalized with plasma mem-
brane surrogate marker Lck-EGFP (Fig. 7A), a chimera
that bears the double palmitoylation signal of p56LCK
fused to the N terminus of EGFP (31). The PIP5KIb-LP
mutant, in which Tyr39 replacement by Pro predicts tor-
sion in the a-helix, was found mainly in cytosol. Alter-
ation of the b-sheet alone (PIP5KIb-F mutant) or the
combinationofa-helix andb-sheetmutations (PIP5KIb-LF
and PIP5KIb-LPF) also caused kinase localization
in cytosol (Fig. 7A). Results were similar when the
mutants were expressed in HEK-293T cells (Supple-
mental Fig. S4A). The data suggest that mutations in
the dimerization region determine the subcellular
location of the kinase.
Because N-terminal mutations delocalized the kinase
from the membrane, we analyzed whether these muta-
tions altered kinase interaction with lipids. We used
surface pressuremeasurements in aLangmuir balance to
compare the interaction of puriﬁed PIP5KIb and
PIP5KIb-LPF with lipid monolayers. Analysis of the air-
water interface effects showed that wild-type and mutant
proteins were surface active, with ps values of 17.25 and
18.01mN/m for PIP5KIb and PIP5KIb-LPF, respectively;
the saturation concentrations were 12.5 and 9 nM for
PIP5KIb and PIP5KIb-LPF, respectively (Supplemental
Fig. S4B). The lack of marked differences between the
wild-type and mutant suggests that their surfactant
properties are not affected. Interaction with lipids was
assayed using monolayers composed of phosphatidyl-
choline (ePC), PI4P (thePIP5KIb substrate), andDOPA,
an activator of the kinase. The 4 monolayers tested were
ePC, ePC:PI4P (95:5), ePC:DOPA (95:5), and ePC:PI4P:
DOPA (90:5:5); PIP5KIb andPIP5KIb-LPF proteins were
injected into the aqueous subphase at 19.11 and 15.94 nM,
respectively. Measurement of lateral pressure change
showed that both proteins inserted equally in all mono-
layers, with critical ps values of ;26 mN/m (Supple-
mental Fig. S4C), indicating comparable tensioactive
properties. The LPF mutation thus does not appear to
affect the intrinsic ability of the protein to interact with
lipid monolayers or, probably, with low-curvature
membranes (41).
Dimerization controls PIP5KIb kinase activity
To determine whethermutation of the dimerizationmotif
affects enzyme activity, lipid kinase activitywasmeasured in
immunoprecipitates from HEK-293T cells that overex-
pressed PIP5KIb or the PIP5KIb-L, PIP5KIb-F, PIP5KIb-
LP, PIP5KIb-LF, or PIP5KIb-LPF mutants. PI(4,5)P2 was
Figure 6. Identiﬁcation of N-
terminal residues in PIP5KIb
dimerization. A) Sequence of
the PIP5KIb N-terminal mutants
PIP5KIb-L, PIP5KIb-LP, PIP5KIb-
F, PIP5KIb-LF, and PIP5KIb-LPF.
Mutated residues are in bold
(a-helix is in red; b-sheet is in
blue). B) Scheme of the ELISA
sandwich designed to analyze di-
merization of PIP5KIb N-terminal
mutants. C) PIP5KIb dimerization
was measured by ELISA (in B).
Data are shown as the percentage
of dimers; 100% equals the lumi-
nescence values for the ﬂag-
PIP5KIb/HA-PIP5KIb complex.
Values show the mean 6 SEM for
triplicate samples in 3 indepen-
dent experiments. Student’s t test:
***P , 0.001 and **P , 0.01. D)
Competitive ELISA sandwich assay
designed to analyze the inﬂuence
of the PIP5KIb-LPF mutation in
PIP5KIb dimerization. E) Serial
dilutions of puriﬁed GST (•), GST-PIP5KIb-1-152 (n), and GST-PIP5KIb-1-152-LPF (:) proteins were used as competitors to study
binding of ﬂag-PIP5KIb (;109 AU) to HA-antibody-trapped HA-PIP5KIb (;108 AU). Percentage of PIP5KIb/b dimerization is plotted as
a function of the amount of competitor; 100% equals the values of dimers without competitor (❍). Values show the mean 6 SEM. One
representative experiment is shown (n = 3).
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Figure 7. The dimerization motif controls PIP5KIb subcellular localization and kinase activity. A) Localization of HA-PIP5KIb
mutants in dHL60 cells. HA-PIP5KIb mutants (indicated) and Lck-EGFP were cotransfected and stained with anti-HA and Cy5-
labeled antibody (blue). Scale bars, 5 mm. B) PIP5KIb N terminus mutants show reduced kinase activity. Indicated HA-PIP5KIb
plasmids were HA immunoprecipitated from HEK-293 cells. Kinase activity was determined by an in vitro kinase assay using PI4P
as substrate and radioactive [g-32P]ATP. PI(4,5)P2 spots in TLC and HA-tagged protein levels in immunoprecipitates are shown.
The histogram (right) shows densitometry values for PI(4,5)P2 bands in relative units (RU). C) Titration of afﬁnity-puriﬁed
PIP5KIb and PIP5KIb-L kinase activity; protein amounts are indicated in nanograms. PI(4,5)P2 bands in TLC and corresponding
(continued on next page)
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generated by wild-type and PIP5KIb-L proteins, but not by
the other mutants (Fig. 7B). Lack of PI(4,5)P2 production
in immunoprecipitates of the kinase-dead PIP5KIbK138A
indicated kinase assay speciﬁcity. To further study the in-
ﬂuence of the dimerization motif on PIP5KIb enzyme ac-
tivity,weperformed titrationassaysusingpuriﬁedPIP5KIb,
PIP5KIb-L, and PIP5KIb-LPF enzymes. PIP5KIb-L showed
a5-fold reduction inPI(4,5)P2 generation compared to the
wild-type kinase (Fig. 7C); PIP5KIb-LPF showed only re-
sidual activity,;2 orders ofmagnitude lower than thewild-
type enzyme (Fig. 7D). These data thus show a correlation
between alterations in the dimerization motif and in lipid
kinase activity.
To rule out possible interference of endogenous
PIP5KIb in the kinase assays, we generatedHEK-293T cell
lines in which PIP5KIb expression was knocked down us-
ing the CRISPR/Cas9 system. Of the 3 gRNAs used to
target the N-terminal region of the gene (Supplemental
Fig. S4D), 2 rendered clones with indel or frameshift
mutations (Supplemental Fig. S4E); lack of endogenous
PIP5KIb in these clones was validated by Western blot
(Supplemental Fig. S4F). We used these knockout cell
lines to analyze the lipid kinase activity of the over-
expressed HA-tagged mPIP5KIb, mPIP5KIb-L, and
mPIP5KIb-LPF; mouse PIP5KIb was resistant to nuclease
cleavage, as predicted with the CRISPR design tool. Mea-
surement of lipid kinase activity in anti-HA immunopre-
cipitates from these cells (Supplemental Fig. S4G) again
showed residual kinase activity for PIP5KIb-LPF, and
a clear reduction inPIP5KIb-L activity compared to that of
the wild-type enzyme (Supplemental Fig. S4H). These
results indicate that the reduced kinase activity in the di-
merization mutants is not affected by expression of en-
dogenous PIP5KIb.
DISCUSSION
Based on homology-structural models using PIP5KII
structure as a template, PIP5KI was suggested to form
dimers (30). Here, we demonstrate that PIP5KIb and
PIP5KIg_i2 readily form homo- and heterodimers in vitro
and in live cells; this property might be extendable to
PIP5KIa because our proteomic data suggest PIP5KIb/a
heterodimerization. Dimerization is intrinsic to enzyme
structure and is not affected by the actin cytoskeleton.
Modiﬁcation of N-terminal residues involved in PIP5KIb
dimerization caused enzyme delocalization and loss of
enzymatic activity. These mutants retained association to
lipid monolayers and binding to C-terminal partners, in-
dicating that the effects are not a result of protein misfold-
ing. The data thus identify phosphatidylinositol phosphate
kinase dimerization as a general strategy to regulate locali-
zation and activation in this lipid kinase family.
Structural modeling of PIP5KI based on PIP4KII crys-
tallographic data suggested that PIP5KI dimerization is
necessary to create the contact surface needed to stabilize
interaction with the inner face of the lipid bilayer (23, 30).
Our results support this idea because the series of PIP5KIb
N-terminalmutants with impaireddimerization aremainly
cytosolic proteins; dimerization appears to benecessary for
stable interaction with the membrane. PIP5KI targeting
to plasma membranes appears to be determined by co-
operation of electrostatic interactions between anionic
protein residues and cationic membrane lipids, and/or
interaction with other membrane proteins (42). PIP5KIa
localization at the plasma membrane during phag-
osome formation is regulated mainly by electrostatic
interactions (30). Ras homolog gene family (Rho),
member A (RhoA), Ras-related C3 botulinum toxin
substrate 1 (Rac) (11), ADP-ribosylation factor 6 (43),
and clathrin adaptor 2 proteins (44–46) regulate
membrane association of several PIP5KI isoforms. Se-
lective PIP5KI recruitment and activation are inﬂu-
enced by isoform-speciﬁc proteins such as EBP50 for
PIP5KIb (16), talin and exo70 for PIP5KIg_i2 (15, 40,
47), and Ajuba and BTK for PIP5KIa (48, 49). The
observation that although they bind EBP50, most
N-terminal mutants are cytosolic suggests that at least for
PIP5KIb, dimerization is crucial for plasma membrane
localization.
We cannot rule out regulation of dimerization by bind-
ing partners, and it will be of interest to study whether
proteins that bind the PIP5KIb N terminus affect di-
merization. For example, PIP5KIb location to the plasma
membrane depends on its interaction with Rac GTPase
because the PIP5KIb-E61L mutant shows reduced afﬁnity
forRac and localizes in cytosol (50).Thecytosolic PIP5KIb-
LPF mutant did not relocalize to the membrane when we
overexpressed Rac in dHL60 cells (data not shown), in-
dicating that PIP5KIb localization is not controlled mainly
by Rac in our system.
Here, we identify a structural element that determines
PIP5KI interaction with the plasma membrane. This do-
main, located at the N terminus, is shared by all 3 PIP5KI
isoforms and increases the list of shared PIP5KI domains
involved in plasma membrane localization. The activation
loop domain allows PI4P recognition and links substrate
speciﬁcity and subcellular localization at the inner face of
the plasma membrane (51, 52); in the kinase domain, its
deletion or charge-reversal mutation of dibasic residues
results in PIP5KI mislocalization (53).
PIP5KI activity and actin cytoskeleton dynamics are
closely linked (54). PI(4,5)P2 interacts with and regu-
lates the activity ofmany actin-binding proteins and key
regulators of the actin cytoskeleton, such as the Rho
family of small GTPases, which reciprocally regulate
PIP5KI isoenzymes (11). Our results indicate that actin
reorganization is not necessary for PIP5KI plasma
membrane localization or dimerization, and suggest
that PIP5KI dimers are not the result of protein aggre-
gation due to cytoskeleton rearrangement. The data
densitometry values (RU) are shown. Kinase activity (in cpm) is plotted as a function of protein amount [PIP5KIb (•) and
PIP5KIb-L (n)] and shows a linear dose response. D) PIP5KIb-LPF is catalytically inactive. PIP5KIb (•) and PIP5KIb-LPF
(:)-puriﬁed protein kinase activity was measured as in (B). TLC image with densitometry values (RU) and kinase activity graph
(cpm) are shown. In all cases, one representative experiment is shown (n $ 3).
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indicate that dimerization is an intrinsic PIP5KI prop-
erty regulated by structural determinants. Our work also
shows that PIP5KIb or PIP5KIg_i2 dimerization is un-
affected by binding of EBP50 or talin, the respective
binding partners of the PIP5KIb and PIP5KIg_i2 C
termini. Changes in protein folding due to interaction
with distant partners do not affect FRET values for di-
merization, which supports the relevance of the di-
merization domain as a driver for PIP5KI complex
formation.
Several reports show that PIP5KI phosphorylation
determines net charge, which might regulate its mem-
brane localization and activity. Oxidative stress increases
Y105 phosphorylation on PIP5KIb, to induce membrane
delocalization and reduce PIP5KIb activity (55). PIP5KIb
phosphorylation at Ser413 (56) or Ser214 (57) leads to
a reduction in lipid kinase activity. Our data show that
PIP5KIb mutations that affect a-helix and b-sheet struc-
tures in the PIP5KIb N-terminal region inhibit dimer
formation and greatly reduce kinase activity; these ﬁnd-
ings indicate dimerization as a regulatory factor that
could control PIP5KIb catalytic activity. All our PIP5KIb
mutations involved a tyrosine residue at position 39. The
Tyr39 mutation does not appear to affect net protein
charge in this domain because we did not detect Tyr39
phosphorylation by liquid chromatography-mass spec-
trometry analysis in unstimulated or CXCL12-stimulated
PIP5KIb-expressingHEK-293 cells (data not shown). It is
thus possible that electrostatic interactions are not a ma-
jor force in PIP5KIb dimer formation.
With the exception of the PIP5KIb-Lmutant, which had
a mild phenotype, mutations that altered the a-helix and
b-sheet structures led to cytosolic delocalization, suggest-
ing a pivotal role for this region in PIP5KIb membrane
localization. The PIP5KIb-LPF mutant (in which both
a-helix and b-sheet were altered) showed ps values similar
to those of the wild-type kinase during its interaction with
lipid monolayers, suggesting that interaction with lipids
is independent of the dimerization motif. PIP5KIb in-
teraction with lipid monolayers also was independent of
the substrate (PI4P) and of phosphatidic acid (PA), a clas-
sic PIP5KI activator, and no synergistic binding effect was
observedafterPI4P andPAaddition.These results contrast
with the PI4P and PA dependence and synergistic binding
of PIP5KIa (30, 58) or PIP5KIg (59) to lipid-coated beads
or liposomes. We propose that, in monolayers, PIP5KIb
adopts a ﬂat dipole conformation in which the negative
face interacts with positively charged phosphatidylcho-
line. Electrostatic interactions across the protein would
stabilize the structure sufﬁciently that anionic lipid ad-
dition does not alter the spatial disposition of PIP5KIb
or change the surfactant properties; the dimerization
motif is thus not needed for protein-lipid interaction. In
cells, PIP5KIb interaction with the lipid bilayer requires
dimerization, probably to increase the contact area and to
provide structural stability.
Dimerization-induced conformational changes might
also affect catalytic activity. Residues important for ca-
talysis (D350, D266, and K138) are located far from the
dimerization interface, making it very unlikely that
mutations that jeopardize the dimerization region
would directly affect kinase activity. As Rao et al. (23)
propose, whereas the monomer is nearly globular, the
dimer is an elongated disk; this conformational transition
might lead to the reordering of disordered regions, which
thereby acquire the correct structural conformation to
enable catalytic activity. Disruption of the dimerization
interface would impede transition to the elongated disk
shape and thus impair catalytic activity. Conﬁrmation of
this hypothesis nonetheless requires the crystal structure
of each isoform.
We showed that PIP5KIb and PIP5KIg_i2 are present as
dimers and heterodimers at the surface of living cells. Our
data suggest that interference with PIPKI dimerization has
substantial effects on enzyme localization and activity, and
provide a conceptual framework for thedesignof allosteric
inhibitors to these enzymes. Heterodimerization could con-
stitute an additional regulatory level in the crosstalk between
PIP5KI isoforms, which might be central for local and
temporal regulation of PI(4,5)P2 synthesis during com-
plex cell processes.
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